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PRESENTA:

M.en C. JORGE ALEJANDRO BENÍTEZ MARTÍNEZ
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The horse is prepared against the

day of battle, but the victory belongs

to the LORD

Proverbs 21:31
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Resumen

En el presente proyecto doctoral se presentan contribuciones importantes

en dos diferentes áreas. La primera en la ciencia e ingenieŕıa de materiales, la

cual consistió en lograr la obtención de tres redes poliméricas semi interpe-

netradas (RPSIs) basadas en dos poĺımeros sintéticos -poli(dimetilsiloxano),

poli(alcohol vińılico)- y uno natural -quitosano-. En esta ĺınea, se logró tener

un mejor entendimiento de la interacción entre los componentes de la mezcla

polimérica y sus propiedades f́ısico-qúımicas, tales como: estabilidad mecáni-

ca, rugosidad, hidrofilicidad de superficie (ángulo de contacto), hidrofilicidad

de volumen (hinchamiento) y estabilidad térmica. La segunda contribución

está orientada al área médica, espećıficamente como una propuesta de mate-

rial capaz de promover el crecimiento de células.

En este sentido, se han concluido los primeros estudios de evaluación e

interacción de las RPSIs en un entorno biológico in vitro en función de las

proporciones de los componentes, a través de las pruebas de viabilidad celu-

lar y citotoxicidad. Los resultados obtenidos en estas pruebas muestran ser

prometedores hasta este momento para su posible aplicación como cubierta

dérmica que propicie la cicatrización. Aśı, se espera que en un futuro las
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RPSIs cumplan todos los requisitos para dicha aplicación y que, en algún

momento, puedan estar disponibles en el sistema de salud mexicano a un

costo asequible.

Asimismo, los materiales desarrollados en esta investigación han dado

pauta para otra ĺınea de investigación, la cual consiste en la elaboración de

esponjas poliméricas destinada a la captura de colorantes orgánicos, como el

ázul ácido 113 [1].

viii
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3.4. Estabilidad térmica y cristalinidad . . . . . . . . . . . . . . . 54

3.5. Comportamiento mecánico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59

x



Tesis Doctoral

3.5.1. Tracción uniaxial y biaxial . . . . . . . . . . . . . . . . 59

3.5.2. Microindentación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64

3.6. Caracterización biológica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67

3.7. Discusión de resultados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73

Conclusión 83

Perspectiva y trabajo futuro 87
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Introducción

En la actualidad el uso de los poĺımeros tanto naturales como sintéticos

tiene un papel fundamental en nuestra cotidianidad. Dentro de las indus-

trias más comunes que desarrollan aplicaciones con poĺımeros destacan la

textil, la alimentaria, la de las telecomunicaciones, la de la construcción, la

farmacéutica y la médica [3–5]. En la medicina, las aplicaciones van desde

la ingenieŕıa de tejidos, el recubrimiento de heridas cutáneas, la liberación

de fármacos, entre otras. Dentro de los materiales utilizados para el recu-

brimiento de heridas cutáneas, ya sea como sustituto cutáneo o bien como

modelo mecánico de la piel, se encuentran los hidrogeles y las siliconas. Los

hidrogeles son redes poliméricas tridimencionales constituidos por poĺımeros

naturales o sintéticos entrecruzados mediante agentes f́ısicos o qúımicos. Es-

tos materiales presentan excelentes propiedades f́ısicas, qúımicas y biológicas.

Sin embargo, existe un área de oportunidad para obtimizar algunas de sus

propiedades mecánicas como su módulo elástico y razón de elongación de tal

manera que cubran en mejor grado las necesidades en aplicaciones tales como

sustituto cutáneo [6].

xxi
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Una de las siliconas comunmente utilizadas como modelo artificial de la

piel es el poli(dimetilsiloxano) (PDMS, por sus siglas en inglés). El PDMS

tiene una gran similitud en propiedades mecánicas con la piel; sin embargo,

carece de la capacidad para absorber ĺıquidos; caracteŕıstica esencial para su

uso como sustituto cutáneo.

Recientemente, Morales et. al [7] y Chen et. al [8], investigaron la mezcla

de PDMS con distintos hidrogeles: poli(alcohol vińılico) (PVA) y quitosano

carboxilo (CC), respectivamente. Lo anterior con el fin de obtener un nue-

vo material capaz de combinar la hidrofilicidad de estos dos hidrogeles con

la estabilidad mecánica del PDMS. No obstante, estos trabajos solo enfo-

can su estudio en la evaluación de ciertas propiedades mecánicas tales como:

módulo elástico, esfuerzo último de tensión, módulo de almacenamiento y

módulo de pérdida. En los estudios mencionados anteriormente no se con-

sidera el comportamiento que podŕıan tener las células cultivadas sobre el

material; en particular, los fibroblastos ya que este tipo de células juega un

papel crucial en la recuperación de heridas cutáneas, pues sintetizan pro-

téınas como la colágena tipo I, III y V [9]. Este tipo de células son fáciles

de aislar y cultivar, bajo protocolos estándares de cultivo celular. Conocer

el comportamiento celular sobre este tipo de materiales es de gran impor-

tancia para su uso en andamios celulares, tratamientos de regeneración de

piel o incluso en el recubrimiento de heridas cutáneas; por lo tanto, el objeti-

vo principal de este trabajo es el desarrollo de una nueva mezcla polimérica

basada en PDMS/PVA/CS/GEN con la capacidad de emular el comporta-

miento mecánico de la piel humana; de tal forma que en un futuro cercano,

este nuevo material pueda utilizarse como cubierta cutánea capaz de ayudar
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la cicatrización de heridas cutáneas. Dicho desarrollo involucra la obtención

de redes poliméricas semi-interpenetradas en donde se aprovechen de manera

eficiente la estabilidad mecánica del PDMS, la buena hidrofilicidad y la gran

capacidad de absorción de ĺıquidos del PVA , la excelente citocompatibilidad

y propiedad antibacteriana del quitosano entrecruzado con genipin.

A continuación, se dará una idea general sobre el contenido y la distribu-

ción de la tesis. El caṕıtulo uno se dedica a presentar de manera detallada

la problemática que motiva esta investigación, aśı como una revisión exhaus-

tiva de los antecedentes del proyecto, con el fin de identificar lo que se ha

realizado hasta el momento y las limitaciones o lagunas existentes en el co-

nocimiento actual. A través de esta revisión bibliográfica, se busca establecer

la base teórica con el fin de comprender la relevancia y alcance de este estudio.

En el caṕıtulo dos, se proporciona una descripción del proceso de śınte-

sis utilizado para la obtención de las redes poliméricas semi-interpenetradas

(RPSIs) en forma de membranas. Se detallan los materiales utilizados, los

pasos a seguir y las etapas involucradas en este proceso, destacando los aspec-

tos relevantes para la śıntesis exitosa de las membranas. Además, se presenta

una breve descripción de las técnicas utilizadas en la caracterización f́ısico-

qúımica, mecánica y biológica de las membranas obtenidas.

En el caṕıtulo tres, se exponen los resultados obtenidos a través de la

caracterización f́ısico-qúımica, mecánica y biológica de las RPSIs. Estos re-

sultados se presentan de manera clara y concisa, acompañados de tablas
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resumenes y material visual para su mejor entendimiento. Finalmente, la

discusión permitirá correlacionar y establecer conexiones del comportamien-

to de los fibroblastos con cada una de las propiedades f́ısicas y qúımicas

evaluadas en el presente trabajo. Asimismo, se enfatiza la importancia de

los resultados en relación con el objetivo general de la tesis, y se destacan

posibles implicaciones y recomendaciones para futuras investigaciones.
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Caṕıtulo 1

Antecedentes

De acuerdo con la Unión Internacional de Qúımica Pura y Aplicada (IU-

PAC, por sus siglas en inglés) [10], los poĺımeros son sustancias macromole-

culares formadas por la unión de monómeros que se unen mediante enlaces

covalentes para formar cadenas largas (por lo menos 5 unidades repetidas) .

Una forma de representar visualmente estas cadenas es como si fueran espa-

guetis, tal como se muestra en la figura 1.1 a). Cuando las cadenas poliméricas

se unen entre śı mediante enlaces qúımicos y/o fuerzas electrostáticas (i.e en-

laces covalentes, enlaces iónicos, puentes de hidrógeno y/o fuerzas de Van

der Waals), se obtienen redes poliméricas tridimensionales (ver figura 1.1 b).

Cuando dos o más redes poliméricas independientes están entrelazadas sin

que existan enlaces covalentes [10] entre ellas, da lugar a las redes poliméricas

interpenetradas (RPIs). Mientras que, cuando al menos una red polimérica y

una cadena polimérica están entrelazadas sin formar enlaces covalentes [10],

se obtienen las denominadas redes poliméricas semi-interpenetradas (RPSIs)

tal como se muestran en las figuras 1.1 c) y 1.1 d) para las RPIs y las RPSIs,
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respectivamente [3, 11]. A diferencia de otras estructuras poliméricas, como

los poĺımeros ramificados, los poĺımeros en forma de estrellas y los copoĺıme-

ros, las RPIs y las RPSIs se caracterizan por presentar una alta resistencia

mecánica en el orden de los MPa, buena resistencia qúımica a solventes y

buena capacidad de sorción de ĺıquidos, la cual vaŕıa dependiendo de los

poĺımeros utilizados para formar las redes. Por tales caracteŕısticas, las RPIs

y las RPSIs son utilizadas en el área biomédica.

Entre las aplicaciones biomédicas, se encuentra la cicatrización de heridas

cutáneas (skin wound healing). Dado que la piel es el órgano más grande del

cuerpo humano y actúa como barrera protectora contra agentes externos ya

sean qúımicos, mécanicos y/o térmicos; es suceptible de sufrir alguna lesión,

lo que da lugar a las heridas. Dos de las heridas más comunes en la piel son

las heridas por pie diabético y las producidas por quemaduras [12, 13].

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), las quema-

duras son una causa importante de mortalidad y morbilidad a nivel mundial

[14]. Se estima que cada año alrededor de 11 millones de personas en todo el

mundo sufren quemaduras graves que requieren atención médica [14]. Adi-

cionalmente, se reportan alrededor de 180,000 muertes anuales relacionadas

con quemaduras [14].
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ímero A

ímero B


ímerica B





ímerica B


ímerica A


ímerica B

ímero A

Figura 1.1: Representación esquemática de la interacción entre las unidades básicas re-
petidas para formar, a) cadenas poliméricas, b) red polimérica, c) redes poliméricas inter-
penetradas (RPIs), d) redes poliméricas semi-interpenetradas (RPSIs).
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Las quemaduras son lesiones que afectan la piel y los tejidos subyacentes

debido a la exposición a agentes f́ısicos, qúımicos, eléctricos o radiantes que

provocan la destrucción o daño de las células y tejidos [15]. Los agentes

que pueden causar quemaduras incluyen fuego, ĺıquidos calientes, vapores,

sustancias corrosivas, radiación solar y otras fuentes de calor intenso. En

cuanto a su clasificación, la American Burn Association (ABA, por sus siglas

en inglés) las divide en cuatro grados dependiendo de su severidad [15, 16]:

Quemaduras de primer grado: afectan solamente a la capa más super-

ficial de la piel (i.e. epidermis).

Quemaduras de segundo grado: afectan tanto la primera (epidermis)

como la segunda capa (dermis) de la piel. Este tipo de quemaduras

puede dejar cicatrices permanentes y requieren una atención médica

inmediata y especializada.

Quemaduras de tercer grado: afectan todas las capas de la piel; es decir,

la epidermis, dermis, hipodermis.

Quemaduras de cuarto grado: afectan músculos, huesos e incluso ner-

vios. Este tipo de quemaduras son muy graves y requieren atención

médica de urgencia y especializada. En la mayoŕıa de los casos de este

tipo de quemadura, la piel sufre una grave alteración en su función.

Además de estos cuatro grados, las quemaduras también se clasifican

según la extensión del área afectada ( %) (TBSA, por sus siglas en inglés)

como:
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Quemaduras pequeñas: afectan menos del 10 % de la superficie corporal

total.

Quemaduras medianas: afectan entre el 10 % y el 20 % de la superficie

corporal total.

Quemaduras grandes: afectan más del 20 % de la superficie corporal

total.

Es importante destacar que la zona del antebrazo es una de las zonas

donde se reporta una mayor incidencia de quemaduras [17, 18].

Por otro lado, la Federación Internacional de Diabetes (FID) informa que

alrededor de 40 a 60 millones de personas con diabetes desarrollan úlceras en

los pies en algún momento de sus vidas [19]. Las heridas por pie diabético son

una complicación crónica que puede causar la aparición de úlceras o heridas

en los pies que pueden ser dif́ıciles de tratar. En casos graves, estas úlceras

pueden provocar la amputación de la extremidad afectada. En cuanto a su

clasificación, la escala Wagner, propuesta por William Wagner en 1981, las

clasifica en seis grados [20]:

Grado uno: úlcera superficial, sin infección ni necrosis.

Grado dos: úlcera profunda, se extiende hasta los tendones, ligamentos,

o músculos pero sin infección ni necrosis.

Grado tres: úlcera profunda con infección en tejidos blandos, que puede

afectar músculos y huesos, pero sin presencia de abscesos ni gangrena.
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Grado cuatro: úlcera profunda con abscesos y una posible infección en

el hueso.

Grado cinco: gangrena parcial del pie.

Grado seis: gangrena total del pie.

Como se puede visualizar, tanto las quemaduras como las úlceras de pie

dibético son problemas de salud graves y comunes en la actualidad. Por es-

ta razón, la ingenieŕıa de tejidos y la ciencia de materiales han desarrollado

diversas técnicas y materiales con el objetivo de abordar esta problemáti-

ca y mejorar la recuperación de las heridas [21]. En la actualidad, existen

diferentes tratamientos para la cicatrización de heridas, tales como los auto-

injertos, isoinjertos, aloinjertos y xenoinjertos. Sin embargo, el uso de estos

tratamientos está limitado debido a la escasa disponibilidad de donantes de

piel, el riesgo de infección o la probabilidad de rechazo [22]. Con la finalidad

de superar estas limitaciones, se han desarrollado sustitutos de piel que se

componen de materiales biológicos, sintéticos o una combinación de ambos.

Los sustitutos cutáneos son biomateriales celulares o acelulares que actúan

como reemplazo o como cubierta temporal de lesiones en la piel acelerando

el proceso de regeneración, previniendo la pérdida de fluidos y la contamina-

ción microbiana [23]. Estos materiales se pueden clasificar dependiendo de la

estructura anátomica que se pretende sustituir los cual pueden ser: epidérmi-

cos, dérmicos y dermo-epidérmicos; además de esta clasificación, también

pueden ser divididos basados en el tipo de material usado, los cuales pueden

ser: biológicos (autólogos, alogénicos, xenogénicos) o bien sintéticos (biode-

gradables, no biodegradables)[24].
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De acuerdo con la literatura [25–29], un sustituto cutáneo ideal debe

satisfacer una serie de caracteŕısticas esenciales. En primer lugar, debe ser

altamente duradero y maleable, con el fin de facilitar la manipulación y pre-

venir daños durante su aplicación. Además, debe ser permeable a ĺıquidos

para permitir el paso de los fluidos de la herida y evitar la acumulación de

éstos, lo que podŕıa causar una posible infección. Asimismo, debe funcionar

como una barrera protectora para evitar la entrada de patógenos y otros

elementos externos que puedan causar infección. Por último, es importante

que tenga propiedades mecánicas similares a las de la piel. En el caso de las

quemaduras, una de las principales zonas afectadas por quemaduras son las

manos y antebrazos [30], para esta zona el módulo elástico reportado está

entre 0.5-1.12 MPa [31–33].

Entre los sustitutos cutáneos comerciales más utilizados en heridas agu-

das, crónicas o de espesor parcial; se encuentran: Integra, Biobrane, TransCy-

te y Hyalomatrix. Éstos destacan por su novedosa capa delgada de silicona

que provee una barrera f́ısica contra bacterias (mayor descripción ver la ta-

bla 1.1)[23, 34, 35]. Sin embargo, a pesar de las ventajas significativas que

ofrecen estas marcas, como un tiempo medio de recuperación de heridas de

3 a 4 semanas [36–40], también presentan algunas desventajas entre las que

destacan su elevado costo que van desde los 3, 000 hasta los 13, 000 dóla-

res por 100 cent́ımetros cuadrados [27, 41]. Además, existe el riesgo latente

de una enfermedad por transmisión, rechazo inmunitario y acumulación de

ĺıquido en la herida, lo cual puede aumentar el riesgo de infección. [28, 35, 42].
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A pesar de la basta cantidad de sustitutos cutáneos comerciales como

los descritos en la tabla 1.1, aún no existe uno que sea capaz de satisfacer

todos los parámetros y caracteŕısticas del sustituto ideal. Por esta razón, los

hidrogeles y los modelos artificiales de piel, los cuales se encuentran aún en

proceso de investigación y desarrollo, han llamado la atención a la comunidad

cient́ıfica y médica para el desarrollo de materiales con mayor efectividad en

el tratamiento de heridas.
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Tabla 1.1: Marcas comerciales de sustitutos cutáneos.

Materiales Descripción Desventajas Referencias

Intregra

Este material consiste en dos capas,

la primera consta de una matriz de

colágeno bovino y condroit́ın-6-sulfato;

la segunda capa es una lámina de silico-

na de 100 µm de espesor, la cual simula

la dermis.

No permite el

exudado de flúıdos,

carece de compo-

nentes epidérmicos,

dificultad de adhe-

rencia a la herida.

[21, 35, 43–

46]

Biobrane

Está conformado de dos capas, la pri-

mera capa capa está compuesta de una

red de nailon entretejido sobre los cua-

les se encuentran péptidos de colágeno

porcino y la segunda capa de silicona

que actúa como barrera epidérmica.

Riesgo de infección,

se adhiere mucho a

la herida.

[21, 35, 46–

49]

TranCyte

Este material está compuesto de dos ca-

pas, la primera de fibroblastos neonata-

les sobre una malla de nailon, y la se-

gunda de una capa delgada de silicón

la cual funciona como barrera para la

herida.

Solución temporal

y costo muy eleva-

do.

[21, 35, 44,

50]

Hyalomatrix

Este material se considera como un sus-

tituto dérmico sintético creado a partir

de ácido hialurónico y benzoato de ben-

cilo con una membrana de silicón semi-

permeable.

Riesgo de infección
[21, 35, 45,

51–53]
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1.1. Hidrogeles

Los hidrogeles son redes poliméricas semi o interpenetradas que se ca-

racterizan principalmente por su gran capacidad de sorción de ĺıquidos, aśı

como por su estabilidad qúımica, f́ısica y su uso potencial en aplicaciones

biomédicas.

Algunos de los poĺımeros utilizados para la formación de hidrogeles con

aplicaciones biomédicas son: ácido poli-láctico-co-glicólico (PLGA) [54, 55];

ácido hialurónico (HA) [56]; gelatina [55]; poli(alcohol vińılico ) (PVA) [2, 57];

quitosano (CS) [2, 58–60]. A pesar de que estos poĺımeros presentan buena

biocompatibilidad, por śı solos se ven limitados en sus propiedades mecánicas

para su aplicación como sustituto dérmico. Por tal motivo, se han realiza-

do combinaciones de poĺımeros naturales y sintéticos, lo que da lugar a los

denominados hidrogeles h́ıbridos [2, 57, 61]. Para la formación de hidrogeles

h́ıbridos, se utilizan diversos poĺımeros, entre los cuales destacan el quitosano

(CS) y el poli(alcohol vińılico) (PVA)[57, 61, 62] . La formación de redes

poliméricas con la combinación de estos dos poĺımeros es especialmente in-

teresante debido a su buena compatibilidad biológica y a que son fácilmente

accesibles y asequibles.

El quitosano es un polisacárido lineal formado por N-glucosamina y N-

acetilglucosamina, las cuales se unen mediante enlaces glucośıdicos β (1-4)

(ver molécula en la figura 1.2 a)) [63]. Este poĺımero natural se obtiene me-

diante la desacetilación de la quitina en condiciones alcalinas, siendo esta
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última un polisacárido muy abundante que se encuentra en el exoesqueleto

de invertebrados como artrópodos, moluscos y anélidos, además de algas y

hongos [64]. Gracias a sus grupos amino reactivos, el quitosano es el único

poĺımero natural catiónico, lo que quiere decir que presenta cargas iónicas

positivas que facilitan su interacción con moléculas o estructuras con cargas

negativas (i.e ĺıpidos, protéınas e iones metálicos). Aśı pues, la estructura del

quitosano puede presentar interacciones electrostáticas con las membranas

celulares de los microorganismos [65], y otorgarle propiedades antimicóticas,

antibacterianas, antimicrobianas; además, de poseer cualidades anticoagu-

lantes y hemostáticas [62, 66–68]. Este conjunto de propiedades proveen al

CS un micro-ambiente adecuado para promover la rápida regeneracion de he-

ridas [69–71]. Adicionalmente, la estructura qúımica del quitosano es similar

a la estructura de los glicosaminoglicanos presentes en la matriz extracelular

de la piel, lo cual beneficia la adhesión y la proliferación celular de células

sembradas sobre el poĺımero [72]. Aunque este material ha sido ampliamente

utilizado gracias a todas las ventajas biológicas que presenta, aún es necesa-

rio incrementar las propiedades mecánicas del CS como el módulo de elástico

o su razón de elongación, para esto, este poĺımero se ha combinado con el

PVA y con el genipin para formar hidrogeles h́ıbridos con una estructura de

red polimérica semi-interpenetrada [73].

El PVA es un poĺımero sintético con caracteŕısticas hidrófilas debido a los

grupos hidroxilo (OH) contenidos en su estructura molecular -ver molécula

en la figura 1.2 b)-. Debido a este grupo funcional, este poĺımero es fácil de

combinar con otras cadenas de PVA o con otros poĺımeros. Dentro de las
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aplicaciones biomédicas, el PVA ha demostrado su versatilidad en diversas

aplicaciones como en el reemplazo de cart́ılago [74], en el andamiaje de hueso

[75], y en la liberación controlada de fármacos [76]. Todos esto debido a su

buena elasticidad, su capacidad de absorción de agua y su baja citotoxicidad.

Por su parte, el genipin (GEN) es una aglicona presente en el extracto de

la Gardenia Jasminoides Ellis y se obtiene mediante la hidrólisis enzimática

de la geniposida (glicósido iridoide presente en el fruto de esta planta)[77]

(ver molécula en la figura 1.2 c)). Este compuesto se utiliza como entrecru-

zante natural, el cual reacciona con las aminas primarias del quitosano. Este

compuesto tiene la propiedad de ser entre 5, 000 a 10, 000 veces menos tóxico

que el glutaraldeh́ıdo (GA) [78, 79], entrecruzante que se ha utilizado para

brindarle estabilidad mecánica a hidrogeles de PVA. Por las caracteŕısticas

mencionadas previamente, el GEN se utiliza en la producción de hidrogeles

h́ıbridos [2], en terapia contra el cáncer [80] y en la regeneración de cart́ılago

articular [81], entre otros usos.

En este contexto, en el 2020 Garnica-Palafox et al. obtuvieron membranas

de la red polimérica semi-interpenetrada CS/PVA/GEN estructuralmente

estables con buenas propiedades f́ısicas, qúımicas y térmicas. Adicionalmente,

comprobaron que la RPSI no presenta efectos citotóxicos, y es capaz de

promover la adhesión y proliferación celular [82]. Dadas las propiedades fisico-

qúımicas y la respuesta de la mezcla CS/PVA/GEN en un entorno biológico,

este material puede ser considerado para su posible uso en el desarrollo de un

material que emule el comportamiento de la piel humana. Sin embargo, aún

existe la necesidad de modificar sus propiedades mecánicas, (en especial el

módulo elástico que para la piel en la zona del antebrazo está entre 0.5-1.12

12



Tesis Doctoral

MPa y el módulo de elasticidad del hidrogel h́ıbrido es de 2 MPa) con el fin

de igualar el comportamiento mecánico de la piel humana. Cabe enfatizar

que el módulo elástico es una caracteŕıstica esencial para el desarrollo de

sustitutos cutáneos.

O       

H       

H       

OH       

O       O       

HO       

CH
3

 

 



Figura 1.2: Estructura qúımica de los tres poĺımeros y del entrecruzante utilizado.
a)molécula del CS, b) molécula del PVA, c) molécula del GEN, d) molécula del PDMS.
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1.2. Modelos artificiales de piel

Los modelos artificiales de piel son materiales que tratan de simular o

igualar diferentes propiedades de la piel humana, como por ejemplo: la mor-

foloǵıa, la habilidad sensorial, la textura y las propiedades mecánicas, entre

otras [83]. En años recientes, diversas investigaciones han utilizado poĺımeros

sintéticos como las siliconas y los poliuretanos con el fin de simular y describir

las propiedades mecánicas o parámetros de interés de la piel como el módulo

de elasticidad, la rigidez, la deformación y el esfuerzo máximo a la ruptura

[8]. En el presente trabajo una de las caracteŕısticas de interés a simular es

el módulo de elasticidad, por tal motivo nos enfocaremos en esta propiedad

mecánica.

Entre las siliconas de mayor aplicación en el área biomédica, se destaca el

poli(dimetilsiloxano) (PDMS). El PDMS es un poĺımero sintético que consiste

en cadenas de silicio-ox́ıgeno, con grupos metilo (CH3) que se unen directa-

mente al silicio. (ver molécula en la figura 1.2 d)). Este poĺımero es qúımi-

camente inerte, térmicamente estable, transparente, hidrofóbico, permeable

a gases y de bajo costo [84]. Por esta razón el PDMS se ha combinado con

el PVA para obtener un material que asemeje el comportamiento de la piel

humana.

En el 2015 Morales-Hurtado y colaboradores [7] estudiaron la red po-

limérica interpenetrada basada en PDMS y PVA entrecruzado con GA. En

este estudio, se demostró que fue posible aumentar la hidrofilicidad del PDMS
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en función del contenido de PVA, además se reportaron propiedades mecáni-

cas similares a la piel del antebrazo humano. No obstante, la principal des-

ventaja de esta RPIs para ser considerada como un sustituto cutáneo es que

se ha observado que, por śı solos, ninguno de estos dos poĺımeros promue-

ve fácilmente la adhesión celular, además de que el uso de glutaraldeh́ıdo

tiene efectos citotóxicos [61, 62, 85, 86]. Más adelante, en el 2019, Chen y

colaboradores [8] utilizaron la red polimérica semi-interpenetrada basada en

PDMS/quitosano carboxilo con el fin de obtener un material que pudiera

servir como modelo para entender el comportamiento mecánico de la piel.

Este estudio reveló que el material tiene propiedades mecánicas similares a

la piel del antebrazo humano. Aunque estos materiales presentan propiedades

mecánicas similares a la piel, no se pueden considerar actualmente para su

uso como cubierta dérmica o andamio celular (scaffold) en la regeneración de

piel. Esto debido a que no se ha estudiado el comportamiento de diferentes

tipos de células cultivadas sobre el material, en particular, los fibroblastos.

Este tipo de células desempeñan un papel importante en la recuperación de

heridas, ya que éstas sintetizan colágeno tipo I, III y V [9], protéına con

mayor abundancia en la piel (entre el 50 y 70 %) [87].

En el 2019, en la tesis de maestŕıa de Beńıtez-Mart́ınez se desarrolló exi-

tosamente la red polimérica semi-interpenetrada basada en PDMS/CS/PVA

entrecruzada con genipin [88]. Este estudio evaluó la respuesta f́ısico-qúımica

de esta RPSIs en un proporción 7:3, donde 7 partes corresponden al PDMS

y 3 partes de la mezcla CS/PVA/GEN. Además, se determinó que dicha

RPSI presenta un módulo elástico de 0.8 ±0.14 MPa, que de acuerdo con

estudios previos es similar al módulo de elasticidad para la piel humana en
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la zona del antebrazo (0.5 - 1.12 MPa) [31–33]. Este trabajo concluyó que

la RPSI de PDMS/CS/PVA/GEN puede ser un candidato posible en aplica-

ciones biológicas como en el recubrimiento de heridas. Sin embargo, aún es

necesario una mejor optimización del módulo elástico y la respuesta biológica

mediante la variación de las proporciones de los diferentes componentes.

Actualmente, este trabajo es el único en la literatura que estudia la mezcla

de PDMS/CS/PVA/GEN por lo que es necesario realizar una investigación

más exhaustiva para obtener una comprensión más detallada sobre la influen-

cia de la proporción de cada poĺımero en la composición de la RPSI sobre el

comportamiento f́ısico, qúımico y biológico .

Por tal motivo, este proyecto doctoral se centró en obtener un nuevo

material polimérico que, mediante la combinación del PDMS, CS, PVA y

el genipin, potencie tanto sus caracteŕısticas f́ısico-qúımicas como biológi-

cas. Por tanto, se plantea la siguiente hipótesis y se proponen los siguientes

objetivos.

1.3. Hipótesis y Objetivos

1.3.1. Hipótesis

Al variar las proporciones de PDMS y de la mezcla CS/PVA/GEN se

lograrán modificar las propiedades fisicoqúımicas y biológicas de las redes

poliméricas semi-interpenetradas (RPSIs). Con esto, se espera obtener una

RPSI citocompatible que sea capaz de emular el comportamiento mecánico
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de la piel humana.

1.3.2. Objetivos

1.3.2.1. Objetivo general

Desarrollar redes poliméricas semi-interpenetradas basadas en PDMS/CS/PVA

entrecruzadas con genipin capaces de emular la respuesta mecánica de la

piel humana y evaluar la interacción de las redes poliméricas en un entorno

biológico in vitro.

1.3.2.2. Objetivos particulares

Evaluar el efecto de las distintas proporciones del PDMS y CS/PVA/GEN

(7:3, 5:5 y 3:7) sobre la estructura qúımica y las propiedades f́ısicas de

las RPSIs a través de las técnicas: microscoṕıa de fuerza atómica, ángu-

lo de contacto, hinchamiento, espectroscoṕıa infrarroja por trasformada

de Fourier, análisis termogravimétrico, y difracción de rayos X.

Evaluar el efecto que tienen las distintas proporciones del PDMS y

CS/PVA/GEN sobre las propiedades mecánicas: módulo elástico, es-

fuerzo a la ruptura, deformación máxima a través del ensayo de tracción

uniaxial, tracción biaxial por identación esférica y micro-indentación.

Evaluar la citocompatibilidad de las distintas proporciones de PDMS

y CS/PVA/GEN.

Analizar y comparar el efecto que tiene el módulo elástico, la hidrofili-

cidad de superficie, la disponibilidad de los grupos funcionales del CS,

y la rugosidad sobre la densidad celular.
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Caṕıtulo 2

Metodoloǵıa y técnicas

experimentales

En el presente caṕıtulo se expone a detalle el proceso para la śıntesis de las

redes poliméricas semi-interpenetradas (RPSIs). Las cuales están compuestas

principalmente de poli(dimetilsiloxano) (PDMS), quitosano (CS) entrecruza-

do con genipin (GEN) y poli(alcohol vińılico) (PVA). Asimismo, se presenta

una breve descripción de las técnicas utilizadas en la caracterización de las

propiedades f́ısicas, qúımicas, mecánicas y biológicas de las RPSIs. Cabe re-

saltar que, tanto la śıntesis y caracterización fisicoqúımica y mecánica se

realizó en el Instituto de Investigaciones en Materiales (IIM,UNAM); mien-

tras que las pruebas de viabilidad celular y citotoxicidad celular se llevaron a

cabo en colaboración con el Laboratorio Nacional de Soluciones Biomiméti-

cas para Diagnóstico y Terapia (LaNSBioDyT) de la Facultad de Ciencias

de la UNAM.
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2.1. Materiales

Para la śıntesis de las mezclas, se utilizaron los siguientes materiales:

poli(dimetilsiloxano) (PDMS) de Dow Corning (Sylgard kit 184; EUA); po-

li(alcohol vińılico) (PVA) con un peso molecular promedio peso (Mw) de

89,000 - 98,000 y un porcetaje de hidrólisis mayor al 99 % (Sigma-Aldrich,

San Luis, EUA); ácido acético grado HPLC (Sigma-Aldrich, San Luis, EUA);

quitosano (CS) con un peso molecular medio de 190,000 - 310,000 y un por-

centaje de desacetilización entre el 75 y 85 % (Sigma-Aldrich, San Luis,

EUA); genipin grado anaĺıtico (GEN)(Sigma-Aldrich, San Luis, EUA) y agua

desionizada.

2.2. Preparación de las redes poliméricas

semi-interpenetradas (RPSIs)

En este trabajo de investigación se estudiaron tres mezclas con diferentes

proporciones (masa/masa) de PDMS y del hidrogel h́ıbrido CS/PVA/GEN.

Dichas proporciones se describen en la tabla 2.1.
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Tabla 2.1: Nomenclatura asignada, a cada una de las mezclas poliméricas y su respectiva
proporción de material utilizado (masa/masa).

Etiqueta

de la

mezcla

Proporción

de

PDMS

Proporción

de

CS/PVA/GEN

RPSI1 7 3

RPSI2 5 5

RPSI3 3 7

Las redes poliméricas semi-interpenetradas en forma de membranas fue-

ron preparadas mediante la técnica de evaporación de disolventes y se divide

en tres principales etapas. La primera etapa consiste en preparar la mezcla

CS/PVA/GEN. En la segunda etapa se prepara el PDMS en una relación 10:1

(masa/masa) con su agente entrecruzante (proporción comúnmente utilizada

en investigaciones biomédicas [89] y en el cultivo de células [90]). Por últi-

mo, se combinan ambas mezclas en las diferentes proporciones (masa/masa)

descritas en la tabla 2.1.

2.2.1. Mezcla CS/PVA/GEN

La śıntesis de la mezcla CS/PVA se llevó a cabo de la siguiente manera.

Primero se preparó una disolución al 2.5 % (masa/volumen), la cual se ob-

tuvo disolviendo el CS (en polvo) en una disolución de ácido acético al 1 %

(volumen/volumen). Esta disolución se mantuvo bajo agitación magnética

constante a temperatura ambiente (25 ◦C) durante 24 horas. Posteriormen-

te, se preparó una disolución de PVA al 10 % (masa/volumen) disolviendo el

PVA (en polvo) en agua desionizada. La disolución se mantuvo bajo agitación
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magnética durante una hora a 80◦C, después se dejó enfriar hasta temperatu-

ra ambiente manteniendo la agitación magnética por una hora más. Una vez

que las dos soluciones poliméricas estuvieron listas, se mezclaron cuidadosa-

mente a una la relación volumétrica 3:1 CS/PVA. Esta mezcla se mantuvo

en agitación magnética a temperatura ambiente por una hora. Subsecuen-

temente, se incorporó lentamente el genipin previamente disuelto en agua

desionizada a una concentración al 1 % (masa/volumen) y se mantuvo en

agitación magnética por una hora más a temperatura ambiente, de modo

que la concentración final de GEN en la mezcla CS/PVA/GEN con respec-

to a los solutos fue del 1 % (masa/masa). De acuerdo con Muzzarelli [91] y

Garnica-Palafox [92], esta concentración de genipin permite un entrecruza-

miento efectivo del CS.

2.2.2. Preparación de la disolución PDMS/CS/PVA/GEN

La preparación del PDMS se realizó mediante la mezcla de los dos compo-

nentes contenidos en el kit PDMS SYLGRAD 184 de la marca Dow Corning;

dicho poĺımero consta de dos ĺıquidos [93]; el primer ĺıquido denominado pre-

cursor o base (parte A) y el segundo ĺıquido, el cual funciona como agente

curante o agente entrecruzante (parte B). Cuando estos dos componentes

se mezclan se forma una reacción de entrecruzamiento, para posteriormen-

te tener un elastómero flexible. En este trabajo se utilizó una relación 10:1

(masa/masa) (base:agente curante); esta mezcla se agitó mecánicamente du-

rante cinco minutos a 25 ◦C. Subsecuentemente, se mezcló el PDMS con el

CS/PVA/GEN en las proporciones (masa/masa) descritas en la tabla 2.1 y

se agitó mecánicamente durante dos minutos a temperatura ambiente.
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2.2.3. Determinación de punto de gelificación de las RPSIs.

El tiempo máximo de manipulación de la mezcla y la temperatura de en-

trecruzamiento de las membranas se determinaron mediante pruebas reológi-

cas. Estas pruebas nos permitieron conocer el punto de gelificación de cada

una de las mezclas, lo cual es importante ya que determina el tiempo en el

que el proceso de moldeo debe realizarse mientras la mezcla polimérica aún

es capaz de fluir [94].

Las pruebas reológicas se realizaron con el equipo AresG2 (TA instru-

ments), utilizando una geometŕıa de platos paralelos de titanio con un diáme-

tro de 25 mm. La prueba se dividió en dos etapas: primero, aproximada-

mente 3 mL de las mezclas poliméricas, en estado ĺıquido se sometieron a

una curva de calentamiento con velocidad de 2 ◦C/ min desde la tempera-

tura ambiente a 55 ◦C (temperatura utilizada para el curado de la mezcla

PDMS/CS/PVA/GEN). Una vez alcanzada los 55 ◦C, se llevó a cabo un ba-

rrido de oscilación tiempo con una frecuencia de 1 Hz. y una deformación de

0.05 % durante tres horas. Estos parámetros se utilizaron para garantizar que

se trabaja en la zona de viscoelasticidad lineal, es decir que los módulos de

almacenamiento y pérdida no dependan de la deformación ni de la frecuencia

y solo dependan de la temperatura a medida que transcurre el tiempo. Los

datos obtenidos se procesaron y analizaron con el software mathematica 13.0.

2.2.4. Śıntesis de las RPSIs en forma de membranas

La elaboración de las RPSIs en forma de membranas se realizó como se

describe a continuación: primero, las mezclas poliméricas se centrifugaron a

5000 rpm durante 10 minutos con el fin de retirar cualquier burbuja de aire
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presente en las mezclas. Luego, las mezclas se vaciaron en moldes cuadra-

dos de PLA impresos en 3D , fijados con cinta doble cara a un tapete de

Polipropileno. Considérese que los moldes cuadrados fueron diseñados en un

ambiente CAD e impresos en una impresora marca Flash Forge Creator PRO.

Para la impresión de los moldes 3D se utilizó una velocidad de impresión del

extrusor de 60 mm/s , una temperatura de impresión de 200 ◦C y una tem-

peratura de plataforma de 50 ◦C. Las dimensiones de estos moldes fueron 60

x 60 mm y 0.5 mm de espesor. Una vez que la mezcla se vació en los moldes

(5 mL de la disolución), se esparció homogéneamente en todo el molde con

la técnica Doctor Blade1. Finalmente, los moldes se introdujeron al horno a

55 ◦C durante 24 horas. Por último, se retiraron del horno, se desmoldaron,

etiquetaron y se almacenaron en un desecador hasta ser ensayadas por las

diferentes técnicas de caracterización.

1La técnica de Doctor Blade consiste en pasar una navaja sobre el sustrato con la
disolución, con el fin de distribuir la disolución de manera homogénea sobre el sustrato
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Figura 2.1: Digrama de flujo de la preparación de las RPSIs. Las flechas en color negro
indican la secuencia a seguir para la śıntesis de las RPSIs.
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2.3. Caracterización fisicoqúımica

El principal objetivo de la caracterización fisicoqúımica se centra en corre-

lacionar las propiedades abajo mencionadas con las diferentes proporciones

de PDMS y CS/PVA/GEN presentes en las diferentes RPSIs. La caracteri-

zación de hidrofilicidad de superficie y de volumen, se realizó a través de los

ensayos de ángulo de contacto e hinchamiento, respectivamente. La espectros-

copia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) se utilizó para detectar

los principales cambios en la estructura qúımica de las RPSIs. Con la micros-

coṕıa de fuerza atómica (AFM) se midieron las rugosidades de cada una de

las RPSIs. La estabilidad térmica de las RPSIs se determinó a través de la

técnica análisis termogravimétrico. Por último, el comportamiento mecánico

de las RPSIs, en forma de membrana, fueron ensayadas a través de tracción

uniaxial, tracción biaxial por identación y microindentación.

A continuación, se describirá brevemente cada una de estas técnicas con-

templando sus parámetros de medición y sus principales contribuciones al

conocimiento de las RPSIs desarrolladas en el presente trabajo.

2.3.1. Topograf́ıa de la superficie de las membranas

La microscoṕıa de fuerza atómica (AFM) es una técnica comúnmente

utilizada para obtener una medida cuantitativa de la rugosidad del material

en orden de nm. Este instrumento de medición, genera imágenes de la topo-

graf́ıa superficial del material mediante la flexión que ocurre en el cantilever

debido a la interacción entre la punta y la superficie del material (ver figura

2.2).
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Piezo eléctrico

Material

Punta

Haz láser

Foto detector

Cantilever

Figura 2.2: Diagrama representativo del microscopio de fuerza atómica.

En este trabajo, las mediciones se realizaron en el laboratorio de mi-

croscopia de fuerza atómica en las instalaciones del IIM; para esta prueba

se utilizó el microscopio de fuerza atómica modelo Naio-AFM de la marca

Nanosurf. Las imágenes se adquirieron utilizando una punta de silicio con

un revestimiento reflejante de aluminio (ContAl-G). Dicha punta tienen un

diámetro de 10 nm y una constante de resorte de 0.2 N/m. Las mediciones se

realizaron con una frecuencia de resonancia de 13 kHz, en modo de operación

estático (i.e modo de contacto), en tres diferentes muestras por material, a

temperatura ambiente y con las RPSIs en estado seco. El área escaneada fue

de 5 x 5 µm para todas las mediciones. Posteriormente, los datos obtenidos

se procesaron en el software Naio Control 3.10 para calcular sobre toda el

área la rugosidad media cuadrática (Sq). Esta rugosidad se define como la

desviación estándar en una distribución de crestas y valles, esto hace que esta

medida sea más sensible que la rugosidad media aritmética, la cual se define

como la media aritmética en una distribución de valles y crestas [95].
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2.3.2. Hidrofilicidad de superficie y volumen

En este trabajo, la prueba de ángulo de contacto nos permitió determinar

la mojabilidad de los materiales es decir, que tan hidrófilica o hidrófobica es

la superficie de un material. Para este caso, el ángulo de contacto (ángulo

que se forma por la intersección ĺıquido/sólido y la tangente a la interfa-

se ĺıquido/gas cuando una gota de agua es colocada en la superficie de un

material, ver figura 2.3), se midió por triplicado en cada RPSI a temperatu-

ra ambiente. Cabe resaltar que las RPSIs fueron previamente hidratadas al

equilibrio en agua desionizada. La prueba se realizó por triplicado mediante

el método de gota sésil. Para esto, se depositó cuidadosamente una gota de

agua desionizada (5 µL) sobre la superficie de cada muestra. Luego, se tomó

una secuencia de imágenes con una cámara CCD y se almacenaron en la

memoria de la computadora a través de un instrumento virtual programado

en LabView 2016. Luego, las imágenes de la gota inmediatamente después

de ser depositada se analizaron con el software Vision Assistant 2016 y se

midió el ángulo tangente al punto de contacto trifásico por ambos lados del

perfil. Por último, se calculó el ángulo de contacto promedio y su desviación

estándar para cada una de las RPSIs.

Gota de agua

Material

Aire/gas

Punto 

trifásico 

Figura 2.3: Diagrama representativo del ángulo de contacto θ que se genera al depositar
una gota de ĺıquido sobre la superficie de un material.
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La hidrofilicidad de volumen se evaluó mediante la inmersión en agua

desionizada a un tiempo espećıfico como se reporta en la literatura [2]. Pri-

mero se pesó cada muestra en estado deshidratado, luego cada una de las

muestras se sumergió en 5 mL de agua desionizada durante 2.5, 5, 7.5, 10,

12.5, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 320, 1440 y 2880 minutos. Des-

pués de cada tiempo se retiraron del agua quitando el exceso de ĺıquido de

la superficie del material cuidadosamente con un papel filtro y se pesaron en

una balanza anaĺıtica. Debido a que en estudios previos se ha observado que

algunos materiales aún no alcanzaron el equilibro a los tiempos mencionados

anteriormente, los materiales se dejaron hasta que se observó la estabilidad

de absorción, tomando datos de masa al d́ıa 3,4,5,7,10 y, posteriormente,

cada 5 d́ıas hasta que alcanzó la estabilidad.

El porcentaje de hinchamiento se calculó mediante el cambio de peso

utilizando la ecuación 2.1 [96]. Donde Q es el porcentaje del ĺıquido atrapado

en la red, wf es el peso del poĺımero después de cierto tiempo de inmersión

en el agua y w0 es el peso del poĺımero deshidratado.

Q( %) =
wf − w0

w0

× 100 % (2.1)

2.3.3. Interacción qúımica de las RPSIs utilizando la espectros-

coṕıa FT-IR

La espectroscoṕıa infrarroja por transformada de Fourier es una técnica

ampliamente utilizada para estudiar la estructura qúımica de los poĺımeros,

identificar compuestos desconocidos o bien para analizar los grupos funcio-

nales presentes en el material. Esta técnica mide la absorción de radiación
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en el rango infrarrojo (4000-600 cm−1) por las moléculas presentes en el ma-

terial. Esta radiación induce transiciones vibracionales caracteŕısticas de los

átomos del material expuesto a la radiación. En esta investigación, se carac-

terizó las RPSIs mediante FTIR con el fin de identificar los grupos qúımicos

presentes en la mezcla (PDMS/CS/PVA/GEN). Para ello, se utilizó el equi-

po Spectrum GX de Perkin-Elmer montado con un sistema de muestreo por

reflectancia total atenuada (ATR) con punta de diamante, se realizaron 32

barridos en un intervalo de 4000 a 400 cm−1 y con una resolución de 4 cm−1.

Con el fin de observar la presencia del agua absorbida por las diferen-

tes membranas, el estudio se realizó en estado deshidratado e hidratado al

equilibrio; para dicho estudio se utilizaron muestras de los materiales con un

espesor de 500 µm aproximadamente. Posteriormente, con el fin de asociar,

identificar y diferenciar cada uno de los grupos funcionales presentes en cada

material, los espectros obtenidos se graficaron y compararon. De acuerdo con

la literatura, para llevar a cabo una comparación apropiada, es esencial nor-

malizar los espectros de FTIR en relación a una banda que no experimente

variaciones en la intensidad de absorbancia o transmitancia [97]. En este es-

tudio, los espectros de FTIR obtenidos se normalizaron utilizando la banda

de 1257 cm−1 como referencia, ya que esta banda no presenta variación en

los valores de transmitancia.
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2.3.4. Estabilidad térmica, cristalinidad de las RPSIs

La estabilidad térmica de las RPSIs se determinó mediante la técnica de

análisis termogravimétrico (TGA). Esta técnica nos permite medir el porcen-

taje en pérdida de peso y su rapidez de cambio de una muestra en función

del incremento de temperatura en una atmósfera controlada. En el presente

trabajo, se utilizó una balanza termogravimétrica modelo Q5000 IR de TA

instruments. La prueba se realizó por triplicado en un intervalo de tempe-

ratura desde temperatura ambiente (25 ◦C) hasta 700◦C con una velocidad

de calentamiento de acuerdo a la norma ASTM E1131-08 para elastómeros

de 10 ◦C min−1 y en una atmósfera controlada de nitrógeno con el propósito

de evitar reacciones de oxidación y aśı evaluar únicamente la descomposición

térmica. Los datos obtenidos fueron procesados y analizados utilizando los

softwares TA Instruments Universal Analysis 2000 y mathematica.

La cristalinidad de las RPSIs fue calculada mediante la difracción de rayos

X (DRX). Estas pruebas se llevaron a cabo en el Laboratorio de Difracción

de rayos X del IIM; en el difractómetro marca Bruker D8 Advanced. Las

pruebas se realizaron por triplicado en forma de membrana con un ánodo de

Cu a 45 kV en un intervalo de 2θ=9◦-40◦, un paso de 0.02◦ y una velocidad

de 0.4◦ seg−1. Posteriormente, el porcentaje de cristalinidad se determinó a

partir de los difractogramas de las membranas a través de la ecuación 2.2

[2, 98], donde Ac y Aa corresponden a las áreas bajo la curva de las zonas

cristalinas y amorfas, respectivamente. Para el procesamiento de los datos se

utilizó el software Evaluation 11.0 del paquete Diffract Plus 2005.
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Cr( %) =
Ac

Ac + Aa
× 100 % (2.2)

2.4. Comportamiento mecánico de las RPSIs

La prueba de tracción uniaxial y tracción biaxial son dos de las prue-

bas mecánicas t́ıpicas para determinar los parámetros mecánicos de mayor

relevancia de los materiales; dentro de estos parámetros se encuentran: el

módulo elástico, la deformación máxima, el módulo de corte, el esfuerzo últi-

mo a la ruptura y la tenacidad. El conocimiento de estos parámetros es de

suma importancia para el diseño y funcionamiento de las RPSIs desarrolla-

das; lo anterior debido a que para una aplicación como cubierta cutánea, es

necesario que el material sea estable mecánicamente (i.e. con buena flexibi-

lidad y capacidad de estiramiento) para su fácil manipulación al momento

de colocar o de retirar la cubierta. Adicional a esto, una cubierta cutánea

debe presentar elasticidad y flexibilidad adecuada para poderse adaptar a

cualquier sitio anatómico en donde se presente la herida y, por último, de-

be poseer propiedades mecánicas similares al tejido en el cual será colocado

[57, 99, 100].

2.4.1. Tracción Uniaxial

Dado que las RPSIs desarrolladas contienen un hidrogel h́ıbrido y la ma-

yoŕıa de los hidrogeles cambian su comportamiento mecánico en estado hi-

dratado y se comportan como sólidos hiperelásticos, los ensayos de tracción

uniaxial se realizaron por triplicado, a temperatura ambiente (aproximada-
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mente 25 ◦C) y bajo condiciones de hidratación (i.e. se hidrataron en agua

desionizada hasta el equilibrio). Para esta prueba se utilizaron probetas con

forma y dimensiones de acuerdo con la norma ASTM-D1708 (ver figura 2.4).

Las dimensiones de dicha probeta (i.e. ancho “w”, espesor “t”) se midieron

utilizando un micrometro MDC-1-SXF de la marca Mitutoyo y un calibrador

digital CD-6 CS de la marca Mitutoyo, respectivamente. Estas dos medidas

se utilizaron para determinar el área de la sección transversal de la probeta

(At), con la cual se calculó el esfuerzo definido como σ = f/At, donde f es

la fuerza de tracción aplicada a la probeta para deformarla.

18mm

5mm t

Figura 2.4: Geometŕıa y dimensiones de la probeta usada para la prueba de tracción
uniaxial de acuerdo con la norma ASTM-D1708.

Para esta prueba se utilizó un probador de tracción uniaxial diseñado y

elaborado en el laboratorio de mecánica y micro-mecánica de sólidos (figura

2.5). Con una velocidad de desplazamiento de 0.16 mm/s de acuerdo con

la norma ASTM D882. Para el control y la adquisición de datos se utili-

zaron tarjetas de National Instruments a través de un instrumento virtual

programado en LabView. De los datos adquiridos se obtuvieron curvas de

esfuerzo-razón de elongación para cada RPSI. Puesto que las curvas obteni-
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das para las RPSIs tienen un comportamiento no lineal, no es adecuado usar

la ley de Hooke para determinar el módulo elástico. Por tal motivo es necesa-

rio utilizar diferentes modelos constitutivos para estudiar el comportamiento

mecánico de estos materiales. Entre los modelos constitutivos para materiales

hiperelásticos existen los fenomenológicos propuestos por diferentes autores

entre los que destacan Treloar [101], Green-Adkins [102], Yeoh[103], Rivlin

[104], Mooney [105], y Ogden [106]. Para el ajuste de los datos experimentales

previamente obtenidos, se seleccionó el modelo de Mooney-Rivlin de tercer

orden [104, 105], el cual describe de mejor manera el comportamiento mecáni-

co para materiales con un punto de inflexión en su curva esfuerzo-razón de

elongación y hasta un 200 % de deformación [107].

σ =2C10

(
λ− 1

λ2

)
+ 2C01

(
λ− 1

λ3

)
+ 6C11

(
λ2 − λ− 1 +

1

λ2
+

1

λ3
− 1

λ4

)
(2.3)

Donde σ esta definido como el esfuerzo ingenieril, en Pa, λ es la razón

de elogación; C10, C01, and C11 son los coeficientes que definen la forma

de la curva de esfuerzo-razón de elongación. De aqúı que, de acuerdo con la

literatura el módulo elástico puede ser calculado como el ĺımite cuando λ→ 1

de la derivada parcial del esfuerzo con respecto a la razón de elongación: E =

ĺımλ→1
∂σ

∂λ
[108]. Aśı pues, considerando el modelo de tercer orden ecuación

2.3, el módulo elástico de cada una de las RPSI se calculó como: E = 6(C01 +

C10). En el apéndice A se muestra un mayor desarrollo de las ecuaciones

constitutivas para un material hiperelástico, isotrópico, aśı como el modelo
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de Mooney-Rivlin.

Actuador mecánico

Sensor de desplazamineto

Muestra

Dirección de la carga

Celda de carga

Mordazas

Marco de carga

Figura 2.5: Probador de tracción uniaxial diseñado y elaborado en el laboratorio de
Mecánica y Micro-mecánica de Sólidos.
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2.4.2. Tracción Biaxial

Teniendo en cuenta que los materiales desarrollados en este trabajo están

previstos para ser utilizados como sustitutos o cubiertas cutáneas, es poco

probable que únicamente se encuentren expuestos a esfuerzos uniaxiales. Por

lo tanto, con el fin de obtener un campo de esfuerzos más realista, se llevaron

a cabo ensayos de tracción biaxial por identación esférica.

Los ensayos de tracción biaxial se realizaron por tripicado a temperatura

ambiente (aproximadamente 25◦C) y con las membranas previamente hidra-

tadas en agua desionizada hasta el equilibrio. Estos ensayos mecánicos por

identación se realizarón acorde al protocolo descrito por Garnica-Palafox et

al. [73]. Para esta prueba se utilizaron membranas cuadradas de 60 milimetros

por lado, los espesores se midieron utilizando un micrometro MDC-1-SXF de

la marca Mitutoyo. Dichas membranas se sujetaron firmemente entre placas

porta muestras al marco del probador biaxial con un diámetro de 50 mm,

procurando evitar cualquier pliegue o algun daño superficial en la RPSI mon-

tada. Posteriormente, las membranas fueron identadas hasta los 6.5 mm con

un identador esférico de 5 mm de radio a una velocidad controlada de 0.16

mm/s, a temperatura ambiente. Los datos de fuerza y desplazamiento ad-

quiridos se guardaron para su futuro análisis. Por último, para determinar el

módulo elástico, los datos experimentales se ajustaron al modelo reportado

por Garnica Palafox et al. [73].

6w

EhR
=

27π

8
(
a
R

) 9
4

(
δ

R

)3

(2.4)
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Donde h es el espesor de la membrana, R el radio del identador, a el radio

del sujetador, w la carga central aplicada, δ corresponde al desplazamiento

central, y E es el módulo elástico (ver figura 2.6). Por lo tanto, basándonos

en la ecuación 2.4 y las caracteŕısticas del probador (a/R = 5); el módulo

elástico se determinó como la pendiente de la sección lineal de la curva carga-

deflexión 6w vs 0.376 (δ/R)3 hR.

R

a

Indentador

muestra

sin deformar

sujetador 

de muestra

porta

 muestra

a)

δ

muestra

deformada

b)

w

Figura 2.6: Diagrama del principio de funcionamiento del probador de tracción biaxial
diseñado y fabricado en el laboratorio de Mecánica y Micro-mecánica de Sólidos. a) Mues-
tra previa a ser deformada, b) Muestra deformada tras su identación.

2.4.3. Microindentación

Las pruebas de microindentación se realizaron con el fin de entender el

comportamiento mecánico de las RPSI a nivel micrométrico y compararlo

con su comportamiento a un nivel macrométrico. La microindentación se

realizó con el equipo Femto Tools FT-MTA 02 con una punta de identación

FT-S200 (punta de vidrio esférica de 50 µm de diámetro) con un rango de
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medición de ±200 µN y una resolución máxima de 0.0005 µN. Las mediciones

se realizaron por triplicado en las membranas de 200 µm de espesor bajo

condiciones de cultivo, es decir, después de ser hidratadas con medio de

cultivo durante 48 horas, con una velocidad de indentación 10 µm/s, con

una frecuencia de muestreo de 20-50 Hz, un paso de indentación de 0.1 µm,

una fuerza máxima de 125 µN y una distancia de identación máxima de 70

µm. De los datos adquiridos, se obtuvieron curvas de fuerza-desplazamiento

para cada RPSI. Posteriormente, los datos experimentales se ajustaron a dos

modelos diferentes con el propósito de determinar cuál modelo ajusta mejor

a los datos experimentales y bajo qué condiciones se puede utilizar uno o

el otro para los materiales desarrollados. Los dos modelos propuestos para

indentación fueron; el modelo de Hertz [109] (ecuación 2.5) y el modelo de

Ogden [109] (ecuación 2.6). Por último, se procedió a ajustar los modelos

mediante la técnica de mı́nimos cuadrados no lineales utilizando el software

“Mathematica”.

F =
4ER

1
2 δ

3
2

3(1− ν2)
(2.5)

F =
40Ea2

9α(1− ν2)

[(
1− 0.2

a

R

)−α
2
−1

−
(

1− 0.2
a

R

)α−1
]

(2.6)

Donde F es la fuerza ejercida por el identador, R es el radio del identador,

δ es la distancia de identación (ver figura 2.7), E el módulo elástico, ν la

relación de Poisson (ν = 0.5 para materiales elastoméricos) y a está definido

como el radio de contacto el cual varia respecto a δ como a = R1/2δ1/2.

Obteniendo aśı módulo elástico para cada material.
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R

Fuerza

Micro-indentador

δ

Material

Cubre objetos 

de vidrio

a) b)

Figura 2.7: Diagrama representativo del funcionamiento del micro-indentador. a) Mues-
tra sin deformar, b) Muestra deformada por el microidentador.

2.5. Caracterización biológica

La citocompatibilidad es una caracteŕıstica importante que los materiales

deben cumplir para su aplicación en contacto con tejidos vivos. Por tanto, es

necesario realizar pruebas biológicas in vitro para evaluar la interacción de

cada uno de los materiales con los fibroblastos, célula clave en el proceso de

cicatrización. Estas pruebas proporcionarán información acerca de la capa-

cidad del material para promover una respuesta celular favorable . En esta

sección se describen los detalles de las técnicas utilizadas para la evaluación

de la respuesta de las células al ser sembrados sobre las diferentes RPSIs.

De igual manera, se presenta a detalle el proceso realizado para el cultivo

in vitro de los fibroblastos, aśı como el conteo celular y análisis morfológico.

Cabe destacar que todas las pruebas biológicas se realizaron en colaboración

con el Laboratorio Nacional de Soluciones Biomiméticas para Diagnóstico y

Terapia (LaNSBioDyT).
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2.5.1. Cultivo celular

Para el cultivo celular, se utilizaron fibroblastos de prepucio neonatal hu-

mano inmortalizados etiquetados como ĺınea celular BJ (ATTC CLR-2522).

Estas células fueron descongeladas colocándolas dentro de crioviales en agua

a 37 ◦C durante 2 minutos. Una vez descongeladas, se transfirieron a tubos

Falcon de 15 mL con 3 mL de medio de cultivo alto en glucosa (Dulbec-

co’s Modified Eagle’s Medium) (DMEM) previamente atemperado a 37 ◦C

y se centrifugaron a 1200 rpm durante 2 minutos. Posteriormente, se retiró

el medio de cultivo y se agregaron 5 mL más de DMEM. Luego, las células

fueron disgregadas mediante pipeteo y transferidas a cajas Petri. Finalmen-

te, las células en las cajas Petri se mantuvieron con DMEM alto en glucosa

suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS), GlutaMAX 1X y an-

tibiótico/antimicótico 1X a 37 ◦C y 5 % de CO2. El medio de cultivo se

reemplazó cada dos d́ıas hasta alcanzar la confluencia. Cabe destacar que to-

dos los agentes utilizados se compraron en Gibco de Thermo Fisher Scientific

y se utilizaron tal como se recibieron.

2.5.2. Preparación de las muestras para ensayos in vitro de via-

bilidad celular y citotoxicidad

Para el sembrado de los fibroblastos sobre las RPSIs, se fabricaron mem-

branas circulares de 17 mm de diámetro y 200 µm de espesor, siguiendo el

procedimiento previamente descrito para la fabricación de membranas. Sin

embargo, para las pruebas biológicas, se optó por depositar el material sobre

cubreobjetos circulares y aśı obtener el cubreobjeto recubierto con las res-

pectivas RPSIs. Esta decisión se basó en la necesidad de minimizar posibles
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variaciones en la adhesion y la proliferación de los fibrobastos en las diferen-

tes RPSIs, ya que algunas de ellas presentaban una mayor propensión a la

flotación, lo que ocasiona una mala la adhesión de los fibroblastos. Una vez

que los cubreobjetos se recubrieron con las diferentes RPSIs, se colocaron en

una placa de cultivo de 12 pozos para llevar a cabo los procedimientos de

lavado e funcionalización con fibronectina.

Primero se realizaron 5 lavados con 1 mL de etanol al 70 % (volumen/volumen)

previamente filtrado con un filtro de 0.22 µm, y cinco veces con disolución

estéril 1X de buffer fosfato salina de Dulbecco (DPBS, por su siglas en inglés).

Posteriormente, cada pozo se incubó con 1 mL de fibronectina a una concen-

tración de 25 µg/mL durante diez minutos. Con el fin de promover la adhesión

celular. Después de este tiempo, el exceso de fibronectina se retiró y se en-

juagó con agua desionizada previamente filtrada con un filtro de 0.22 µm.

Luego, las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente dentro de una

campana de flujo laminar durante cuarenta minutos. Finalmente, se sellaron

y almacenaron toda la noche a 4 ◦C hasta el sembrado de células.

2.5.3. Formación de constructos

Una vez que las células cultivadas alcanzaron la confluencia, se despren-

dieron de las cajas de Petri realizando los siguientes pasos: En primer lugar,

se realizó un enjuague con 2 mL de tripsina al 0.25 %. Luego, las células se

incubaron con 2 mL de tripsina al 0.25 % durante tres minutos a 37 ◦C. Poste-

riormente, se inactivó la tripsina colocando medio de cultivo DMEM de alta

glucosa adicionado con suero fetal bovino 10 %, GlutaMAX 1X y antibióti-

co/antimicótico 1X. Una vez que las células se suspendieron, se sembraron
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aproximadamente 5×104 células por pozo sobre la superficie de las RPSIs y

sobre cubreobjetos tratados con fibronectina al igual que las RPSIs. Los cu-

breobjetos de vidrio se consideradon como material control para las pruebas

de citotoxicidad y viabilidad celular. Los cultivos se mantuvieron en incuba-

ción durante 48 horas bajo condiciones estándar de cultivo celular in vitro

(i.e 37 ◦C y 5 % de CO2).

2.5.4. Ensayos de viabilidad celular y citotoxicidad in vitro

La prueba de viabilidad celular se analizó a través de un ensayo vi-

vo/muerto utilizando calcéına-AM/ yoduro de propidio. Con esta prueba

se determinaron a la par las células vivas y las células muertas mediante la

emisión de fluorescencia.

Cabe resaltar que la calcéına-AM al ser metabolizada exclusivamente en

células vivas, tiñe a toda la célula emitiendo fluorescencia en color verde

aproximadamente a los 515 nm al excitarse a 490 nm, por otro lado el yoduro

de propidio logra penetrar la célula y teñir el núcleo en aquellas que su

membrana celular está dañada, emitiendo de esta manera una fluorescencia

en color rojo alrededor de los 617 nm al ser excitada con una frecuencias

de 533 nm; lo cual indica que las células teñidas de rojo están muertas. De

esta forma, la detección de la señal de calcéına sin la presencia de la señal de

yoduro de propidio indica la viabilidad celular.

Una vez que se cumplieron las 48 horas de cultivo, se aspiró el medio de

cultivo y se realizó un enjuague con medio de ayuno2 (DMEM alto en glucosa

adicionado con GlutaMAX 1X y Antibiotico/Antimicótico 1X ) a cada una

2Entiendase medio de ayuno, al medio de cultivo sin el suero fetal bovino.
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de las RPSIs y al material control. Posteriormente, se incubaron con 1 µM

de calcéına-AM y 5 µM de yoduro de propidio en 1 mL de medio de ayuno

durante 15 minutos a 37 ◦C. Después de este tiempo, se aspiró completamente

el medio y se sustituyó por 1 mL de medio de ayuno. A continuación, se

adquirieron cinco imágenes de diferentes zonas por cada una de las muestras

con un microscopio de epifluorescencia marca Thunder utilizando un lente

objetivo 10X. Las micrograf́ıas obtenidas se guardaron para su futuro análisis

estimando la viabilidad celular mediante la siguiente ecuación.

V iabilidad celular ( %) =

(
células vivas

células vivas+ células muertas

)
× 100 %

(2.7)

2.5.5. Conteo celular y análisis morfológico

El conteo de las células y su análisis morfológico se realizó mediante el pro-

cesamiento de las micrograf́ıas tomadas en la prueba de viabilidad celular;

estas imágenes se analizaron con el software CellProfiler (Broad Institute)

[110–113]. Este software es de acceso libre y es ampliamente utilizado pa-

ra la cuantificación de imágenes biológicas; en este programa se generó una

secuencia de pasos, llamados “pipeline”. Esta serie de pasos constó de los

siguientes comandos: filtro a escala de grises, identificación y conteo de obje-

tos primarios, identificación de objetos secundarios, medición de parámetros

morfológicos ( i.e diámetro de Feret3 y excentricidad4) y, por último, la ge-

3El diámetro de Feret corresponde a la distancia entre dos ĺıneas paralelas entre śı,
tangentes a los bordes que definen la geometŕıa irregular del objeto.

4Cociente entre la distancia del foco de una elipse al centro y la longitud del semieje
mayor. Este factor es indicativo del grado de alargamiento de una part́ıcula.
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neración de los archivos con la información de dichos parámetros (ver figura

2.8).

Importar 

imágenes

Imágenes 

ensayo vivo/muerto

pipeline

Convertir 

escala de grises

Identi!cación y cuanti!cación

 de objetos primarios 

Identi!cación y cuanti!cación
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Figura 2.8: Captura de pantalla de la interfaz de usuario del software “CellProfiler”, y
la secuencia de pasos utilizada para determinar el diámetro de Feret y la excentricidad.
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Caṕıtulo 3

Resultados

En este caṕıtulo se presentarán y discutirán los resultados obtenidos du-

rante la caracterización fisicoqúımica, mecánica y biológica de las redes po-

liméricas semi-interpenetradas.

En la figura 3.1 se muestran las gráficas de los módulos de almacena-

miento (G’) 1 y de pérdida (G”) 2 con respecto al tiempo para cada uno de

los materiales desarrollados. La ĺınea punteada representa el tiempo al cual

se presenta el punto de gelificación, es decir, punto en el que el módulo de

almacenamiento empieza a ser mayor que el módulo de pérdida.

1Representa una medida indirecta de la elasticidad del material.
2Representa una medida indirecta de la viscosidad del material.
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 3.1: Gráficas de los módulos de almacenamiento y pérdida obtenidos mediante
pruebas reológicas para determinar el punto de gelificación; a) RPSI1 a 55 ◦C, b) RPSI2
a 55 ◦C, c) RPSI3 a 55 ◦C, d) RPSI3 a 25 ◦C

La figura 3.1 a) muestra que el punto de gelificación se presenta a los

2000 segundos (33.33 minutos) en la RPSI1; mientras que en la figura 3.1 b)

se observa que, para la RPSI2 el punto de gelificación se presenta a los 2250

segundos (37.5 minutos) para una temperatura de 55 ◦C. Como se puede
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apreciar en la figura 3.1 c). En la RPSI3 el punto de gelificación no se obser-

va a los 55 ◦C debido a que la mezcla comenzó a gelificar antes de empezar la

medición; por tal motivo, se cambiaron las condiciones de temperatura para

determinar el punto de gelificación de dicha mezcla. En esta prueba se utilizó

una temperatura de 25 ◦C; estos resultados se muestran en la figura 3.1 d).

Como se puede apreciar en esta figura, el punto de gelificación a temperatura

ambiente se observa en los primeros minutos de la prueba. De esta manera,

se lograron definir los tiempos de gelificación de cada una de las mezclas, aśı

como los tiempos de manipulación para cada una de ellas. Para la RPSI1 y

RPSI2 este tiempo cŕıtico es de aproximadamente 30 minutos para conseguir

un esparcimiento uniforme del material aún cuando la mezcla ya se encuentre

a 55 ◦C. Sin embargo, para la RPSI3 el vaciado y esparcimiento del material

debe hacerse dentro de los primeros cinco minutos a temperatura ambiente

(25 ◦C ).

Una vez determinados estos tiempos, las mezclas se vaciaron y se es-

parcieron en todo el molde para ser curadas, como se describe en la sec-

ción anterior. De esta manera, fue posible obtener redes poliméricas semi-

interpenetradas (RPSIs), utilizando tres diferentes proporciones de PDMS y

de CS/PVA/GEN, tal y como se describe en tabla 2.1. Considerando la defi-

nición de redes polimericas semi-interpenetradas que se encuentra reportada

en la literatura [114–116], es claro que los materiales desarrollados en esta

investigación cumplen perfectamente dicha definición. Ya que consta de la in-

tegración de dos poĺımeros que están entrecruzados consigo mismos (PDMS

y CS/GEN) y un poĺımero lineal (PVA) tal como se muestra en la figura 3.2.
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PVA

CS/GEN

PDMS

 Entrecruzamiento CS/GEN

Zonas cristalinas PVA

Entrecruzamiento PDMS

RPSI

Figura 3.2: Diagrama representativo del arreglo de los diferentes poĺımeros en la forma-
ción de redes poliméricas semi-interpenetradas.

Dichas RPSIs se obtuvieron en forma de membrana cuadrada de 60 mm

por lado con espesores de 453 ±80, 376 ±52 y 250 ±30 µm, para la RPSI1,

RPSI2, RPSI3, respectivamente (figura 3.3a). Encontramos un cambio de

volumen después de evaporar los solventes: un 25 % en la RPSI2 y un 50 %

en la RPSI3, en comparación con la RPSI1 que tuvo un cambio del 10 %.

Lo cual podŕıa deberse a la evaporación de solventes. Por lo tanto, tanto

la RPSI2 como la RPSI3 resultaron en membranas más delgadas, incluso al

utilizar la misma cantidad de disolución para su fabricación (4 ml por molde).

A primera instancia y realizando una inspección con un microscopio ópti-

co, las membranas muestran un color azul blanquecino -ver esquina inferior

izquierda de las figuras 3.3 b), 3.3 c), y 3.3 d)-. Este color azul, se debe

principalmente a la reacción de entrecruzamiento entre el genipin y la ami-
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na primaria del CS, al estar en contacto con el ox́ıgeno [79, 117]. De igual

manera, el color blanquecino es atribuido a la presencia del PDMS en la

red polimérica semi-interpenetrada. Es importante mencionar que todas las

membranas fueron revisadas de manera cautelosa previo a su uso en las dife-

rentes técnicas de caracterización. Lo anterior, con el fin de descartar defectos

como burbujas de aire o cambios de espesor, entre otros.

3.1. Topograf́ıa de la superficie de las RPSIs

Mediante la microscopia de fuerza atómica nos fue posible obtener la rugo-

sidad media cuadrática (RMS) Sq para cada una de las RPSIs. En las figuras

3.3 b)-d) se presentan imágenes representativas de la superficie de cada RPSI.

Los resultados obtenidos de rugosidad Sq fueron 5.20 ±0.51, 4.77 ±0.25,

y 10.62 ±0.12 nm para la RPSI1, la RPSI2,y la RPSI3, respectivamente

como se puede ver en la figura 3.3 a). Los valores promedio de Sq de las

RPSIs concuerdan con el rango reportado de valores de rugosidad para el

PDMS puro que es de aproximadamente 4 nm [118–120] y para la mezcla

CS/PVA/GEN de aproxidamente 11 nm [82]. Adicionalmente, los resultados

de rugosidad obtenidos sugieren que la rugosidad de las RPSIs se mantiene al

incrementar la cantidad de CS/PVA/GEN hasta una proporción volumétrica

1:1 con respecto al PDMS. Caso contrario sucede cuando la cantidad de

CS/PVA/GEN es mayor a la cantidad de PDMS presente en la RPSI, como

se observa en la figura 3.3 d). Este comportamiento podŕıa deberse a la

formación de estructuras fibrilares, las cuales están asociadas al doblamiento

de las cadenas poliméricas del PVA [82].
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Cabe resaltar que la rugosidad de las RPSIs juega un rol importante en

la adhesión y proliferación celular [121]. Estudios previos han reportado que

una rugosidad menor afecta de manera positiva la adhesión y proliferación

de células como los fibroblastos de piel humana para estructuras de silicio

[122], hidrogeles de colageno-quitosano [123], plantillas de poliestireno [124],

osteoblastos humanos en aleaciones de titanio [125] y en hidrogeles de gela-

tina y colageno [126], siempre y cuando la rugosidad se obtenga de manera

aleatoria es decir, sin algún patrón establecido de rugosidad.

3.2. Hidrofilicidad de superficie y volumen

La figura 3.4 a) muestra los resultados obtenidos del ángulo de contacto

de cada una de las RPSIs, previamente hidratadas durante dieciséis d́ıas

(tiempo en el cual se alcanza el equilibrio), al estar en contacto con una

gota de agua desionizada. Estos valores fueron 67.7 ±2.1, 66.5 ±2.07, y 65.3

±2.36 grados, para la RPSI1, RPSI2, y RPSI3, respectivamente. Observe,

que todas las RPSI presentan ángulos de contacto entre 55◦ y 75◦, que de

acuerdo con Gupta et al. [127] y Garnica-Palafox et al. [82], este rango es

favorable para la adhesión de fibroblastos humanos. Como se puede notar, no

hay un cambio significativo en el valor promedio de los ángulos de contacto

al comparar cada una de las RPSIs.

La figura 3.4 b) muestra la cinética de hinchamiento en porcentaje de agua

desionizada de las RPSIs. Como se puede observar en la gráfica, durante el

primer d́ıa las RPSIs absorbieron 3.08 ±0.33, 5.92 ±0.2, y 11.01 ±0.62 %,

para la RPSI1, RPSI2, y RPSI3, respectivamente. Posteriormente, el hincha-

miento se llevó a cabo de manera lenta hasta los 16 d́ıas. El porcentaje de
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hinchamiento al equilibrio fue: 3.72 ±0.15, 15.28 ±0.25, y 15.69 ±0.087 %

para la RPSI1, RPSI2, y RPSI3, respectivamente. Aśı pues, se puede notar

que la RPSI1 presenta menor capacidad de hinchamiento. Esto debido a que

tiene mayor cantidad de PDMS en la red y de acuerdo con la literatura, la

capacidad de absorción de agua de este poĺımero es menor al 1 % [128].

Además, los resultados muestran que la mezcla CS/PVA/GEN, con un

porcentaje de hinchamiento del 200 %, mejora aproximadamente 4 veces la

capacidad de absorción de agua del PDMS puro, cuyo porcentaje de hincha-

miento en agua es inferior al 1 % [128]. Al comparar la RPSI2 y la RPSI3 con

la RPSI1, se observa un aumento en la capacidad de hinchamiento incrementó

4.1 y 4.2 veces, respectivamente.

3.3. Interacción qúımica entre las redes poliméricas

Las figuras 3.4 c) y 3.4 d) muestran los espectros FT-IR de las RPSIs

en condiciones secas e hidratadas, respectivamente. Los resultados obtenidos

indican que, al incrementar la proporción de CS/PVA/GEN después de una

relación de 1:1 (m/m), el porcentaje de transmitancia de la banda a 3700-

3000 cm−1 disminuye; esta banda está relacionada con las vibraciones de

estiramiento de los grupos N-H/O-H pertenecientes al CS y PVA [2, 73, 82,

129], presentes en las mezcla CS/PVA/GEN. Asimismo, están relacionadas

con los puentes de hidrógeno intermoleculares e intramoleculares presentes en

la interacción entre el CS y el PVA [130, 131]. La banda entre los 2960 y 2900

cm−1, corresponde a las vibraciones de estiramiento simétricas y asimétricas

de los grupos metilo (C-H3) presentes en el PDMS. Adicionalmente, entre
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2930 y 2900 cm−1, se localizaron las vibraciones del enlace C-H presentes

en el CS y el PVA [129, 132]. Entre los 1680 y 1600 cm−1 se detectaron

las vibraciones de estiramiento del enlace C=O, las cuales pertenecen a las

unidades acetiladas del quitosano. De igual manera, entre los 1600 y 1500

cm−1, se observan las vibraciones por flexión del enlace N-H y las vibraciones

por estiramiento del enlace C-N, pertenecientes a los grupos amina y amida

tipo II del quitosano. Como consecuencia de la reacción de entrecruzamiento

del CS con el GEN por la apertura del anillo dihidropirano, se detectó una

banda a los 1380 cm−1 [82]. La banda entre los 1257 y 785 cm−1, está asociada

con los enlaces Si-CH3 del PDMS [133]. Por último, la banda observada

entre los 1100 y 1000 cm−1, corresponde a las vibraciones de estiramiento

de los enlaces Si-O,y Si-O-Si, debido a la presencia del PDMS en todas las

RPSIs [133]. En la figura 3.4 d), se pueden observar los espectros FT-IR de

las RPSIs después de 16 d́ıas de hinchamiento (i.e. al estado de equilibrio).

Aqúı se puede visualizar un decremento significativo en la transmitancia de

las bandas a 3700-3000 cm−1 y 1650-1600 cm−1. Dicho decremento se debe

principalmente a la afinidad con el agua de los grupos N-H/O-H presentes

en el CS y el PVA [7, 131, 134]. Este comportamiento concuerda con los

resultados presentados en la cinética de hinchamiento y demuestra que la

presencia de los grupos hidroxilo y grupos amino en la mezcla CS/PVA/GEN

incrementa la hidrofilicidad de volumen de las RPSIs.

3.4. Estabilidad térmica y cristalinidad

En las figuras 3.5 a)-c) se muestran los termogramas de pérdida de masa

en función de la temperatura para cada una de las RPSIs y sus respecti-
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vos termogramas diferenciales (DTG), los cuales se obtuvieron mediante la

primera derivada del porcentaje de perdida de masa con respecto a la tem-

peratura; para propósitos de una mejor visualización y localización de las

temperaturas se presentan de forma positiva. Los DTG indicaron que la de-

gradación de la RPSI1 y la RPSI2 ocurrió en tres principales etapas.

En un intervalo de 25 a 105 ◦C, se observó una pérdida de masa de alre-

dedor de 0.08 %, debido principalmente a la evaporación de agua, humedad

atrapada en la RPSI y/o a la evaporación de solventes como el ácido acético.

Posteriormente, en un intervalo entre 105 y 430 ◦C, se registró la primera de-

gradación; la cual podŕıa deberse principalmente a la deshidratación del anillo

sacarido del CS y a la degradación de las unidades acetiladas y desacetiladas

[70, 135]. En este rango de temperatura la RPSI1 y la RPSI2, registraron

una pérdida de peso de 7.87 ± 0.33 % y 7.99 ± 0.21 %, respectivamente. La

segunda etapa de degradación se observó entre 430 y 613 ◦C para la RPSI1

y entre 430 y 588 ◦C para la RPSI2. Esta pérdida de masa puede deberse

principalmente a la degradación de la cadena principal del PVA [70, 135], aśı

como a la depolimerización del PDMS y la formación de oligómeros ćıclicos

[136, 137]. Los valores de degradación registrados en esta segunda etapa para

la RPSI1 y RPSI2 fueron de 59.43 ±3.4 % y 54.43 ±9.36 %, respectivamente.

Por último, la tercera etapa de degradación para la RPSI1 se registró entre

los 613 y 700 ◦C , mientras que para la RPSI2 se registró entre los 588 y

700 ◦C ; esta etapa está asociada a la depolimerización del PDMS y a la

formación de oligómeros ćıclicos [136, 137].
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Figura 3.5: Comportamiento térmico y cristalinidad de las RPSIs. a) Curvas de estabili-
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RPSI2 obtenida mediante TGA, c) Curvas de estabilidad térmica de las RPSI1 obtenida
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Por otro lado, el DTG de la RPSI3 indicó cuatro regiones donde existe

una pérdida de masa. En un intervalo de 25 a 112 ◦C, se observó una disminu-

ción de masa de alrededor del 0.52 %, debido principalmente a la evaporación
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de agua, humedad atrapada en la RPSI y/o a la evaporación de solventes co-

mo el ácido acético. Posteriormente, en un intervalo entre 112 y 186 ◦C, se

observó una pérdida de aproximadamente 0.35 %; la cual se podŕıa deber al

agua estructural [138, 139]. La tercera región está asociada a la degradación

del material, la cual se llevó a cabo entre 186 y 435 ◦C. Esta etapa se puede

atribuirse principalmente a la deshidratación del anillo sacarido del CS y a

la degradación de las unidades acetiladas y desacetiladas [70, 135]. Aqúı se

registró una pérdida de masa de 14.01 ±3.02 %. La última etapa de degra-

dación se observó entre 435 y 700 ◦C, donde se tuvo una pérdida de masa

de 60.62 ±10.8 %. Esta degradación podŕıa deberse a la degradación de la

cadena principal del PVA [70, 135], a la depolimerización del PDMS y la for-

mación de oligómeros ćıclicos [136, 137]. A los 700 ◦C, se obtuvieron residuos

de 28.39 ±2.37 %, 30.49 ±5.93 % y 24.49 ±8.27 % para la RPSI1, RPSI2, y

RPSI3, respectivamente. En la tabla 3.1 se resumen los intervalos de tem-

peratura, con sus respectivos porcentajes de pérdida de masa para cada RPSI.

Tabla 3.1: Porcentaje de masa perdida en cada intervalo de temperaturas para cada una
de las RPSIs.

RPSI1 RPSI2 RPSI3

Intervalo

de temp. (◦C)

Masa

perdida ( %)

Intervalo

de temp. (◦C)

Masa

perdida ( %)

Intervalo

de temp. (◦C)

Masa

perdida ( %)

25-105 0.07 ± 0.03 25-105 0.08± 0.01 25-112 0.52 ± 0.05

105-430 7.87 ± 0.33 105-430 7.99 ± 0.21 112-186 0.35 ± 0.04

430-613 59.43 ± 3.4 430-588 54.13 ± 9.36 186-435 14.01 ± 3.02

613-700 4.24 ± 1.74 588-700 7.30 ± 4.35 435-700 60.62 ± 10.80

Residuos 28.39 ±2.37 Residuos 30.49 ±5.93 Residuos 24.49 ±8.27
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De acuerdo con la literatura, tanto el PDMS, como el CS y el PVA pre-

sentan por separado fases semi-cristalinas. En la figura 3.5 b), se presentan

los difractogramas obtenidos para cada una de las RPSIs. Como se puede

observar, se identificó un pico, lo que nos indica que las RPSIs presentan un

estado semi-cristalino. Para las RPSI1 y RPSI2, este pico se vizualiza a los

11.6 grados; el cual podŕıa corresponder a la fase tetragonal de la celda uni-

taria de la fase cristalina del PDMS [140–144]. Para la RPSI3 se observó el

pico a los 12 grados, el cual podŕıa deberse al plano cristalino (100) de la fase

cristalina del PVA [2, 145]. Adicionalmente, entre 2θ = 17 y 2θ = 28 se obser-

va un incremento de intensidad la cual podŕıa deberse a la contribución del

quitosano y del PVA en la red poĺımerica semi-interpenetrada. Cabe resaltar

que la intensidad del difractograma del PDMS oculta los picos del CS y PVA.

El porcentaje de cristalinidad para las RPSI fueron; 37 ±4 %, , 51 ±3 %,

y 59 ±3 % para la RPSI1, RPSI2, y RPSI3, respectivamente. Comparando

las semi-cristalinidades de la RPSI2 y la RPSI3 con respecto a la RPSI1, se

observó un incremento de 1.45 y 1.51 veces más respectivamente. Como se

mencionó anteriormente, el PVA tiende a formar estructuras fibrilares por

el doblamiento de sus cadenas poliméricas, lo cual conlleva a un incremento

en la rugosidad del material. Por lo tanto, a una mayor cantidad de PVA

presente en la RPSI, mayor será su cristalinidad y, por consecuencia, su

rugosidad superficial aumentará.
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Tabla 3.2: Porcentaje de cristalinidad para cada una de las RPSIs.

Mezcla polimérica Cristalinidad ( %)

RPSI1 38± 8

RPSI2 56± 4

RPSI3 58± 1

3.5. Comportamiento mecánico

3.5.1. Tracción uniaxial y biaxial

Los resultados obtenidos de la caracterización mecánica mediante las

técnicas de tracción uniaxial y tracción biaxial por indentación esférica se

presentan en la figura 3.6. Es importante destacar que, en ella se muestran

las curvas representativas de cada RPSI y, tanto los valores promedio, como

la desviación estándar se obtuvieron a partir de los ensayos por triplicado de

cada material.

Una vez que las membranas se hidrataron hasta el equilibrio (dieciséis

d́ıas), se realizó el ensayo de tracción uniaxial. En la figura 3.6 a) se pre-

sentan las curvas de esfuerzo vs. razón de elongación representativas para el

PDMS y para cada una de las RPSIs. Como se puede observar, estos mate-

riales presentan un comportamiento mecánico no lineal, el cual puede estar

atribuido principalmente al reacomodo de las cadenas poliméricas durante el

ensayo de tracción uniaxial. Es decir, éstas pasan de un acomodo aleatorio

a un acomodo ordenado. Lo anterior implica que las cadenas tenderán a ali-

nearse en la dirección en la que se aplica la carga. En este sentido, el PDMS
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puro presentó una razón de elongación de 1.77 ±0.03 y un esfuerzo de trac-

ción último (UTS) de 1.14 ±0.2 MPa. Por su lado, la RPSI1 presentó una

razón de elongación de 2.22 ±0.14 y un esfuerzo de tracción último (UTS) de

1.98 ±0.38 MPa. Mientras que la RPSI2 presentó una razón de elongación de

2.03 ±0.22 y un UTS de 0.69 ±0.19 MPa. Finalmente, la razón de elongación

y el UTS obtenidos para la RPSI3 fue de 1.27 ±0.07 y un UTS de 0.23 ±0.06

MPa.

En las curvas presentadas, se puede notar cómo la combinación de PDMS

con CS/PVA/GEN mejora la capacidad de deformación de las RPSIs Toman-

do en cuenta la razón de elongación máxima del PDMS puro es de 1.77 ±0.03,

se observa que la RPSI1 aumentó 1.25 veces esta propiedad, mientras que

para la RPSI2 el incremento fue de 1.15 veces. Esto podŕıa atribuirse a la

presencia del PVA en la RPSI, ya que al no estar entrecruzado qúımicamente,

este poĺımero posee una mayor capacidad de desdoblamiento y movimiento

de las cadenas poliméricas. Por último, se observa que para el caso de la

RPSI3, la razón de elongación disminuye aproximadamente a un valor cer-

cano al del hidrogel h́ıbrido CS/PVA/GEN reportado por Garnica-Palafox

et al. 2016 [2], que es de 1.16± 0.04.

En comparación con el hidrogel h́ıbrido CS/PVA/GEN, cuyo UTS repor-

tado es de 0.41± 0.15 [2], se observó un incremento de 4.83 y de 1.68 veces

para la RPSI1 y la RPSI2, respectivamente. Esto podŕıa deberse a la contri-

bución de la red de PDMS en la RPSI, ya que el PDMS al estar en forma de

red, la resistencia a la deformación es mayor. Para la RPSI3 se observó una

disminución de 1.58 veces en comparación con el hidrogel h́ıbrido en cuanto

al UTS. Esto podŕıa deberse a que la red está sufriendo una precarga debi-
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da al agua absorbida por la contribución del PVA, por lo tanto se necesita

un menor esfuerzo para que esta red semi-interpenetrada llegue al punto de

ruptura.

Utilizando los datos experimentales, se calculó el módulo de elasticidad

tanto para el PDMS puro como para cada una de las RPSIs mediante un

ajuste no lineal, representado por las ĺınea continua, utilizando el modelo de

Mooney-Rivlin (ecuación 2.3), previamente descrito en la subsección 2.4.1.

Los valores de módulo elástico obtenidos fueron: 1.57 ±0.17, 1.59 ±0.12, 0.96

±0.06 y 1.01 ±0.18 MPa para el PDMS puro, la RPSI1, la RPSI2, y la RPSI3,

respectivamente. Estos resultados son similares con los datos previamente re-

portados en la literatura para el módulo de elasticidad de la piel en la región

del antebrazo que está en un rango de 0.5-1.12 MPa[31–33]. Esta similitud

en el módulo elástico es particularmente favorable considerando el contexto

de aplicación buscado para las RPSIs.

Para el caso de la caracterización mecánica por tracción biaxial, los datos

obtenidos de fuerza y desplazamiento (figura 3.6 b) fueron procesados utili-

zando la metodoloǵıa propuesta por Garnica-Palafox et al. 2019 [73], previa-

mente descrita en la subsección 2.4.2. Los resultados se muestran figura 3.6

c) como curvas 6w vs 0.376

(
δ

R

)3

hR. Mediante la pendiente de la sección

lineal de estas curvas, se calculó el módulo elástico para cada red polimérica

semi-interpenetrada, dando como resultado los siguientes valores:1.56±0.14,

1.69 ±0.07, 0.86 ±0.06, y 0.85 ±0.17 MPa para el PDMS puro y para la

RPSI1, RPSI2, y RPSI3, respectivamente.
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Figura 3.6: Comportamiento mecánico de cada una de las RPSIs. a) Curvas experimenta-
les representativas de esfuerzo vs razón de elongación bajo tracción uniaxial y su respectivo
ajuste utilizando el modelo de Mooney-Rivlin (ĺıneas continuas), b) curvas experimenta-
les representativas de carga vs deflexión bajo tracción biaxial, c) curvas experimental de
carga vs deflexión para tracción biaxial y su respectivo ajuste lineal mediante el modelo
de Garnica-Palafox (ĺıneas continuas), d) módulo elástico promedio y desviación estándar
obtenido mediante tracción uniaxial y tracción biaxial.
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En la figura 3.6 d) se muestra la comparación entre el módulo elástico

obtenido por tracción uniaxial (barras de color sólido) y el módulo elástico

obtenido por tracción biaxial por identación esférica (barras con patrón raya-

do) para cada una de las RPSIs. Comparando el comportamiento mecánico

de las RPSIs expuestas a esfuerzos uniaxiales y biaxiales, se puede observar

que al modificar la relación de PDMS y CS/PVA/GEN en la RPSIs, el módu-

lo de elasticidad se ve afectado. Tanto la RPSI2 como la RPSI3 mostraron

una reducción en el módulo elástico cercana a dos veces en comparación con

el PDMS puro. Esto podŕıa atribuirse a la influencia del PDMS en los puntos

de entrecruzamiento del hidrogel h́ıbrido CS/PVA/GEN, lo que posiblemente

ocasiona un aumento en el tamaño de la red. Este cambio, a su vez, tiene un

impacto directo en el módulo de elasticidad de las muestras. Dicho resultado

se abordarán con mayor profundidad en la sección de discusión de resultados.

Con el propósito de mejorar la visualización de las propiedades mecánicas

mencionadas previamente, en la siguiente tabla se han agrupado los valores

promedio de la razón de elongación (λ), el valor promedio del esfuerzo de

tracción último (UTS), el módulo elástico promedio obtenido por tracción

uniaxial (Eu) y el módulo elástico promedio obtenido por tracción biaxial

(Eb).
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Tabla 3.3: Propiedades mecánicas del PDMS, de cada una de las RPSIs y del hidrogel
h́ıbrido CS/PVA/GEN.

PDMS RPSI1 RPSI2 RPSI3 CS/PVA/GEN∗

λ 1.77± 0.03 2.22± 0.14 2.03± 0.22 1.27± 0.07 1.16± 0.04

UTS (MPa) 1.14± 0.20 1.98± 0.38 0.69± 0.19 0.23± 0.06 0.41± 0.15

Eu (MPa) 1.57± 0.17 1.59± 0.12 0.96± 0.06 1.01± 0.18 2.08± 0.11

Eb (MPa) 1.56± 0.14 1.69± 0.07 0.86± 0.06 0.85± 0.17 1.93± 0.02

∗ Valores obtenidos de Garnica-Palafox (2019) [92]

3.5.2. Microindentación

En las figuras 3.7 a) y 3.7 b), se muestran las gráficas representativas

de fuerza vs distancia de indentación para cada una de las RPSIs. Como

se puede observar, el comportamiento de estas gráficas es no lineal. Por esa

razón se realizó una comparación entre dos modelos Hertz (lineal) y Ogden

(no lineal) ver figuras 3.7 a) y 3.7 b). Los puntos de las gráficas representan

los datos experimentales, mientras que la ĺınea continua representa el ajuste

al modelo de Hertz y al modelo de Ogden. En la figura 3.7 incisos c) y d) se

muestran la gráficas promedio y desviación estándar de los residuales para el

ajuste de Hertz y Ogden, respectivamente.

De acuerdo con la literatura [109], el modelo de Hertz es aceptable para

deformaciones menores a 0.05 (i.e ε < 0.05), lo que, según las caracteŕısti-

cas del indentador utilizado, corresponde en nuestro caso a una distancia

de indentación δ menor a 1.6 µm. Al comparar estas dos figuras, podemos

observar que los residuales para el modelo de Hertz, antes de 1.6 µm (ĺınea

punteada), son menores a los residuales obtenidos con el modelo de Ogden.

Por otro lado, los residuales del modelo de Ogden son menores que los del
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Figura 3.7: Caracterización mecánica por microindentación y su respectivo ajuste utili-
zando el modelo de Hertz a 1.6 µm de identación y el modelo de Ogden para una distancia
de 5µm. a) curvas experimentales de fuerza vs profundidad de indentación con su res-
pectivo ajuste no-lineal mediante el modelo de Hertz, b) curvas experimental de fuerza vs
profundidad de indentación con su respectivo ajuste no-lineal mediante el modelo de Og-
den, c) promedio y desviación estándar de los residuales del ajuste mediante el modelo de
Hertz, d) promedio y desviación estándar de los residuales del ajuste mediante el modelo
de Ogden.
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modelo de Hertz para distancias de indentación superiores a 1.6 µm. Esto

sugiere que el modelo de Hertz es adecuado siempre y cuando se utilice para

deformaciones pequeñas, mientras que el modelo de Ogden tienen una mayor

precisión para las deformaciones mayores, lo que coincide con lo reportado

en la literatura [109].

 Modelo Ogden

 Modelo Hertz

Figura 3.8: Comparativa de los módulos elásticos obtenidos de las RPSIs mediante el
modelo de Hertz a 1.6 µm de identación y el modelo de Ogden para una distancia de 5µm.

A partir del ajuste con cada modelo, se determinó el módulo elástico

para cada red polimérica semi-interpenetrada, dando como resultado con el

ajustea modelo de Hertz los valores de: 155.3±37.7, 93.3±10.7, y 165.4±46.3

kPa para la RPSI1, RPSI2, y RPSI3, respectivamente. Mientras que para el

ajuste con el modelo de Ogden los módulos elásticos fueron; 103.9 ±22.4, 86.4

±12.5, y 111.8 ±28.1 kPa para la RPSI1, RPSI2, y RPSI3, respectivamente.

En la figura 3.8 se muestra una comparativa entre el módulo elástico obtenido
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mediante el modelo de Hertz (barras de color sólido) y el obtenido mediante

el modelo de Ogden (barras con patrón rayado) de cada una de las RPSIs. Al

comparar estos resultados, se puede observar que la precisión del calculo del

módulo elástico de las RPSIs depende tanto del modelo utilizado como de la

distancia de indentación. Como se puede apreciar en la gráfica, el error en el

módulo elástico debido a la profundidad de penetración es más notorio en la

RPSI1 y en la RPSI3. Esto podŕıa deberse a la variación en la proporción de

poĺımeros que componen la RPSI y, al mismo tiempo, al acomodo aleatorio

de sus cadenas poliméricas.

3.6. Caracterización biológica

En la figura 3.9 se presentan las micrograf́ıas de fluorescencia, para el

material control (cubre objetos de vidrio) y cada una de las RPSIs, corres-

pondiente al ensayo de vida/muerte después de 48 horas de cultivo de la ĺınea

celular de fibroblastos humanos BJ. Aqúı, se pueden apreciar en color verde

las células vivas y, en color rojo, el núcleo de las células muertas.

Estos resultados demostraron que la población de células vivas predomina

en la superficie de las RPSIs, descartando aśı algún posible efecto citotóxi-

co de los materiales. Además, al considerar nuestro análisis de imagen, solo

se identificaron algunas células muertas en las RPSIs o en el material de

control. Cabe resaltar que los puntos rojos que aparecen en la RPSI3 no

corresponden a células muertas sino a una fluorescencia del material. Para

determinar el porcentaje de viabilidad celular, se comparó la cantidad de

células vivas con el número total de células, obteniendo una viabilidad ce-
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lular de aproximadamente el 96 % para todos los materiales. Es importante

destacar que los fibroblastos presentan una forma poligonal y fusiforme en

todas las RPSIs, siendo la única diferencia entre ellas el tamaño y número

de células. De acuerdo con estudios previos [82, 146, 147], el tener una forma

poligonal y fusiforme de los fibroblastos, sugieren que se está llevando una

adhesión y proliferación favorables de los fibroblastos sobre las RPSIs.

Con el propósito de cuantificar el número de células adheridas en cada

sustrato, se realizó un análisis de conteo de objetos utilizando el software

CellProfiler. Para esto se utilizaron las imágenes adquiridas mediante mi-

croscoṕıa de fluorescencia. Este proceso se realizó por triplicado para cada

una de las RPSIs. Además, se evaluó el tamaño de las células adheridas utili-

zando el diámetro correspondiente a la longitud máxima del eje longitudinal

de las células, conocido como diámetro máximo de Feret y la excentrici-

dad de la células. Dado que las células presentaron una forma fusiforme, se

realizó un análisis estad́ıstico para identificar los diámetros máximos de Feret

y excentricidades más frecuentes. Este procedimiento nos proporcionó datos

cuantitativos sobre las caracteŕısticas morfológicas de las células adheridas

en cada una RPSIs.

Las figuras 3.10 a)-d) muestran los resultados del conteo de las células

y la distribución estad́ıstica correspondiente al diámetro máximo de Feret.

Estos resultados fueron obtenidos a partir del análisis de imágenes realizado

después de 48 horas de cultivo celular. En la figura 3.10 a) se observa que

las células cultivadas en el material de control exhibieron una distribución

del diámetro de Feret centrada en 74.18 µm, mientras que las RPSI1, RPSI2
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Control RPSI1

RPSI2 RPSI3
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100 µm 100 µm

100 µm 100 µm

Figura 3.9: Respuesta in vitro de los fibroblastos BJ sembrados sobre las RPSIs después
de 48 horas de cultivo in vitro. La marca en color verde en ausencia del color rojo indica
las células vivas, y el color rojo indica las células muertas. a) Material control (vidrio), b)
RPSI1, c) RPSI2, d) RPSI3.
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y RPSI3 mostraron distribuciones del diámetro de Feret centradas en 66.38,

76.1 y 64.61 µm respectivamente (ver figuras 3.10 b-d). De acuerdo con la

literatura, el tamaño de los fibroblastos humanos vaŕıan entre 10 y 100 mi-

crometros [148]. Por lo tanto, basándonos en este rango, podemos sugerir que

nuestras RPSIs ofrecen condiciones adecuadas para la adhesión de este tipo

de células. Adicionalmente, de acuerdo con recientes estudios [149–152], el

tener células de gran tamaño es indicativo de una mejor capacidad de adhe-

sión, lo cual podŕıa favorecer una mayor producción de colágeno. El cual,

es un componente principal en la matriz extracelular y desempeña un papel

fundamental en la reparación de heridas cutáneas [153]. Para el caso de la

excentricidad, no se observó una diferencia significativa entre las diferentes

RPSIs y el material control. Los valores obtenidos fueron 0.90± 0.08, 0.90±

0.08, 0.91± 0.07 y 0.90± 0.09 para el material control, la RPSI1, la RPSI2 y

la RPSI3, respectivamente.

Como se puede observar en las figuras 3.10 a) - 3.10 d), las gráficas de

distribución muestran un sesgo positivo; por lo que para obtener una inter-

pretación adecuada del diámetro máximo de Feret, se utilizará la mediana y

el rango intercuart́ılico como medidas de tendencia central y de dispersión.

De igual manera, se utilizarán estas dos medidas para la densidad celular con

la finalidad de no considerar datos at́ıpicos debidos a un posible error en el

procesamiento de las micrograf́ıas.

En la figura 3.11 a) se muestra la distribución del diámetro de Feret de las

RPSIs, incluyendo sus valores medianos (ĺınea blanca) y el rango intercuart́ıli-

co (RIQ) representado en barras de color gris. Los valores de las medianas del
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diámetro de Feret fueron de 87.9, 82.21, 90.87 y 80.15 µm y sus respectivos

valores de RIQ fue 113.08-69.87, 107.04-62.59, 122.14-70.76 y 107.36-61.48

µm para el material control, la RPSI1, la RPSI2 y la RPSI3, respectiva-

mente. Finalmente, la figura 3.11 b) muestra la distribución de densidad

celular para el control y cada RPSI. Las ĺıneas en color blanco representan

los valores medios de densidad celular. Los valores medios obtenidos para

el número de células por miĺımetro cuadrado fueron; 142.26, 160.41, 162.75

y 109.47 células/mm2 y sus respectivos valores de RIQ fue 137.58-160.41,

153.39-173.88, 158.07-172.12 y 102.45-126.46 células/mm2 para el material

control, la RPSI1, la RPSI2 y la RPSI3, respectivamente.

Tomando como referencia el número de células del material control (cu-

bre objetos de vidrio) se observó que las células adheridas en la RPSI1 y

RPSI2 incrementaron en número un 13 y un 14 %, respectivamente. Este

aumento nos sugiere una mejor adhesión o promoción de la proliferación de

las células para con la RPSI1 y RPSI2. Asimismo, en las imágenes de en-

sayo vivo/ muerto (figura 3.9) se observa que, en las RPSI1 y RPSI2, los

fibroblastos cubrieron casi toda la superficie del material, además de tener

una forma morfológica más alargada incluso que aquellos sobre el material

control. Basándonos en los resultados de la figura 3.11, las RPSI1 y RPSI2

presentaron mejor citocompatibilidad debido a un mayor número celular y

extensión, los cuales son indicativos de proliferación y adhesión, aśı como de

una buena función como la producción de matriz extracelular (MEC). Por

lo tanto, hasta el momento estos materiales, poseen un gran potencial para

ser considerados en su uso como cubiertas dérmicas para la cicatrización de

heridas.
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Figura 3.10: Distribución estad́ıstica del diámetro máximo de Feret para cada RPSIs. a)
material control, b) RPSI1; c) RPSI2, d) RPSI3. El número indicado con flecha representa
el diámetro máximo de Feret con mayor prevalencia.
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Figura 3.11: a) Representación del diámetro máximo de Feret en gráficas de vioĺın para
cada una de las RPSIs. La ĺınea central representa la mediana, y las barras en color gris
representan el primer y tercer cuartil. b) Representación de la densidad celular en gráficas
de vioĺın para cada una de las RPSIs, la ĺınea central representa la mediana, y las barras
en color gris representan el primer y tercer cuartil.

3.7. Discusión de resultados

De acuerdo con la literatura, la composición qúımica, la hidrofilicidad de

volumen y superficie, las propiedades mecánicas y la rugosidad de los ma-

teriales pueden afectar el comportamiento de las células sembradas sobre la

superficie del material [122–124, 154]. Por esta razón, se realizó una compara-

tiva entre la respuesta celular y las propiedades f́ısicas, qúımicas y mecánicas

de cada una de las RPSIs.
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Figura 3.12: Correlación de las propiedades f́ısicas, qúımicas, mecánicas y biológicas. a)
Módulo de elasticidad y porcentaje de cristalinidad como función de las RPSIs; b) correla-
ción entre la capacidad de hinchamiento y la cristalinidad de las RPSIs; c) correlación de
los grupos funcionales del CS con el número de células promedio por miĺımetro cuadrado;
d) relación entre la rugosidad y los valores promedios de la densidad celular.
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La figura 3.12 a) expone la relación entre el módulo elástico y el porcen-

taje de cristalinidad de las RPSIs. Como se puede observar, a medida que

aumenta la proporción de CS/PVA/GEN, el módulo elástico disminuye. Lo

cual sugiere que la cadena de PDMS puede estar afectando la densidad de

puntos de entrecruzamiento de la mezcla CS/PVA/GEN y aśı verse afecta-

do el módulo de elasticidad. Como se puede observar en la figura 3.12 b) al

incrementar la proporción de CS/PVA/GEN en las RPSIs, la cristalinidad

aumenta esto debido al plegamiento de las cadenas poliméricas del PVA. Las

cuales por sus propiedades hidrofilicas tienen la capacidad de absorber agua.

Como se puede ver en la gráfica, a pesar de que los valores de cristalinidad

fueron mayores en la RPSI3, su capacidad de hinchamiento resultó similar a

la capacidad de la RPSI2. Estos resultados y la gráfica de cambio de volumen

(figura 3.13 a)) sugieren que la red polimérica del PDMS podŕıa estar limi-

tando la expansión de la red durante el proceso de hinchamiento y a pesar

de tener una mayor capacidad de absorción de agua por una mayor cantidad

de PVA presente en la red, ésta se ve limitada por el PDMS que por śı solo

no tiene la capacidad de almacenar agua dentro de su red. Para corroborar

esto, se utilizarón las teoŕıas de Treloar [101] y de Flory [155], que describen

el comportamiento mecánico con base al módulo de corte (G), el peso mole-

cular promedio entre puntos de entrecruzamiento de las cadenas poliméricas

(Mc) y el tamaño de poro (DN) [101]. Utilizando la relación de constantes

elásticas y la relación de Poisson de 0.5 para materiales tipo elastómeros, el

módulo de corte se determinó como:

G =
E

3
(3.1)
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Aśı, de esta manera, se obtuvo el peso molecular promedio entre puntos

de entrecruzamiento Mc a través de la siguiente ecuación:

Mc =
ρRT

G
(3.2)

Donde R es la constante universal de los gases (8.3145 J/molK), T es la

temperatura en Kelvin a la cual fue determinado el módulo de elasticidad

(298.15 K); y ρ es la densidad del poĺımero determinada en estado seco en

Kg/m3. Dado que el módulo de corte se determinó en estado hidratado, el

módulo de corte en estado seco se obtuvo mediante la siguiente relación:

G =
Gh

v
1
3

(3.3)

Donde Gh es el módulo de corte obtenido mediante la prueba de trac-

ción uniaxial en condiciones de hidratación y v es la fracción volumétrica

determinada a través de la ecuación:

v =
vs
vh

(3.4)

Aqúı vs es el volumen de material en seco y vh es el volumen del material

después de 16 d́ıas de hidratación, el cual se calculó midiendo el diámetro

y el espesor de los materiales durante las pruebas de hinchamiento. De esta

manera una vez calculado el peso molecular promedio entre puntos de entre-

cruzamiento (Mc) se determinó el tamaño de poro con la siguiente ecuación:

DN = 3

√
6Mc

πρA
(3.5)

76



Tesis Doctoral

Donde A es el número de Avogadro (6.023× 1023 mol−1).

En la figura 3.13 a) se muestra el cambio de volumen para cada una de las

RPSIs a los diferentes d́ıas de hidratación. En esta figura se pueden observar

los valores de cambio de volumen, los cuales fueron considerados para hacer

el cálculo del tamaño del poro mostrados en la figura 3.13 b).

(a) (b)

RPSI1

RPSI2

RPSI3
RPSI1

RPSI2

RPSI3

PDMS

CS/PVA/GEN

E= 49.01e-1.42 D!

E= 3.93e-0.33 D!

R²= 0.98

E= 10.34e-0.75 D!

R²= 0.99 

Caso 1

Caso 2

Caso 3

Figura 3.13: a) Promedio y desviación estándar del cambio de volumen de cada una de
las RPSIs durante la cinética de hinchamiento, b) correlación entre el módulo elástico y
el tamaño de poro. El caso uno considera el tamaño de poro como una sola red, el caso
dos considera que la única red que se modifica es la red de CS/PVA/GEN y, por último, el
caso tres considera que la red que se ve modificada es la del PDMS. La ĺınea en color gris
representa el ajuste no lineal para el caso dos, la ĺınea de color azul representa el ajuste no
lineal para el caso tres y la ĺınea punteada representa la extrapolación del modelo reportado
por Garnica-Palafox et al. 2016 [2]

En esta gráfica se pueden observar tres casos diferentes. El primero de ellos

considera que la modificación del tamaño de la red se realizará sobre un todo,

es decir, que solo existe una única red entrecruzada. Sin embargo, esto no

es del todo correcto, ya que los materiales desarrollados en este trabajo son
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considerados como redes poliméricas semi-interpenetradas. Por tal motivo,

se realizó una modificación a la ecuación de tamaño de poro previamente

descrita (ecuación 3.5).

En esta modificación, se consideró la ley de las mezclas para el tamaño

de poro, el cual queda expresado de la siguiente manera (ecuación 3.6):

DN = fPDMSDNPMDS + fCSDNCS (3.6)

Donde fPDMS y fCS son las fracciones de los componentes, es decir las

proporciones del PDMS y del hidrogel h́ıbrido CS/PVA/GEN, respectiva-

mente, en cada una de las RPSIs desarrolladas. El segundo caso, que se

muestra en ćırculos sólidos en la figura 3.13 b), considera que el tamaño de

poro de la red de CS/PVA/GEN es el que se modificará por la presencia del

PDMS, mientras que el tamaño de poro del PDMS permanece constante. Los

valores obtenidos se ajustaron a una curva mediante un ajuste no lineal, el

cual está representado mediante la curva color gris e indica el comportamien-

to del módulo elástico con respecto al tamaño de poro de hidrogel h́ıbrido

CS/PVA/GEN. En el tercer caso de análisis, se considera que el tamaño de

poro del PDMS se modifica por la presencia del hidrogel CS/PVA/GEN,

mientras que el tamaño de poro de este último permanece constante. En es-

te caso, los valores se representan mediante ćırculos vaćıos en la gráfica. De

igual manera, estos valores se ajustaron a un modelo no lineal el cual descri-

be el comportamiento del módulo elástico en función del tamaño de poro del

PDMS. Este ajuste se muestra mediante la curva en color azul.
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Como se puede apreciar en esta gráfica, las RPSIs presentan un tamaño

de poro que depende de la composición de la misma. Esta observación podŕıa

deberse a tres razones posibles: la red de PDMS podŕıa interferir en los puntos

de entrecruzamiento de las cadenas de CS/PVA/GEN, o el CS/PVA/GEN

podŕıa interferir en los puntos de entrecruzamiento de las cadenas de PDMS,

o quizás sea una combinación de ambas razones. En el análisis anterior, solo

se consideraron dos escenarios extremos, es decir, uno u otro. Sin embargo,

se espera que el comportamiento más cercano a la realidad, sea una com-

binación de ambos casos y este comportamiento se encuentre entre los dos

modelos calculados, zona representada en la gráfica en color gris sólido. Adi-

cionalmente, se observa que para obtener valores de módulo elástico entre 0.5

y 1.12 MPa (zona representada con patrón diagonal color gris), es necesario

obtener tamaños de poro entre 3 y 5 nm. Como se puede apreciar, hasta el

momento la única RPSI que cumple con esta condición de tamaño de poro

es la RPSI2 compuesta de 5 partes de PDMS y 5 partes del hidrogel h́ıbrido

CS/PVA/GEN.

En la figura 3.12 c) se muestra la relación entre la disponibilidad de

los grupos funcionales del CS en estado deshidratado y la densidad celular

en función de la composición de las RPSI. La disponibilidad de los grupos

funcionales del CS se calculó como el área bajo la curva para las bandas 1700-

1800 cm−1, correspondientes a los amidas I y aminas/amidas II (ver inset

figura 3.12 c). La figura 3.12 c) muestra un cambio de los grupos funcionales

del CS a medida que aumenta la proporción de CS/PVA/GEN. A pesar

de la disponibilidad de amidas I y aminas/amidas II, la densidad celular

presenta un comportamiento opuesto, esto puede deberse a la influencia de
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otra propiedad de las RPSIs sobre la respuesta biológica como puede ser la

rugosidad.

La figura 3.12 d) muestra la relación entre la rugosidad de la superficie

y el número de células por miĺımetro cuadrado en función de la composición

del material. Aqúı se observa que, a medida que aumenta la proporción de

CS/PVA/GEN, la rugosidad también se incrementa; mientras que la densi-

dad celular disminuye. Por lo tanto, una mayor rugosidad superficial aleatoria

(i.e. si un patrón predeterminado) de las RPSIs implica una menor adhesión

celular en las RPSIs. Estos resultados coinciden con la tendencia reporta-

da en hidrogeles de gelatina-colágeno [126], hidrogeles de colágeno-quitosano

[123] y plantillas de poliestireno [124], en los que se menciona que la rugosi-

dad superficial aleatoria de un material puede afectar la adhesión celular y/o

al alargamiento de la célula de los fibroblastos. En particular, algunos tra-

bajos [122–124] han reportado que a mayor rugosidad las células adheridas

por unidad de área disminuyen. En especial Fiejdasz et al 2018 [123] reportó

que para valores entre 13 y 45 nm, los fibroblastos humanos cultivados pre-

sentan buena viabilidad y adhesión celular. De esta manera, se propone que

tanto la RPSI1 como la RPSI2 pueden considerarse materiales potenciales

para el desarrollo de cubiertas dérmicas para la cicatrización de heridas. No

obstante, aún se requieren realizar más estudios biológicos.

En las figuras 3.14 a) -3.14 d), se ilustran diagramas de las diversas técni-

cas de caracterización mecánica empleadas para examinar las propiedades de

las RPSIs y representan digramas de las distintas formas en que las cadenas

poliméricas podŕıan deformarse en respuesta a est́ımulos mecánicos y a dife-

rentes escalas de observación. Aśı, al someter las RPSIs a tracción uniaxial

80



Tesis Doctoral

y biaxial, se observa que las cadenas de poli(alcohol vińılico) (PVA), repre-

sentadas en color turquesa, tienden a desplegarse en la dirección de la fuerza

aplicada, lo que resulta en una mayor movilidad debido a su falta de entre-

cruzamiento, lo cual se ve afectado directamente en la razón de elongación.

Por otro lado, las cadenas de quitosano/genipin (CS/GEN), en color azul

marino, y polidimetilsiloxano (PDMS), en color negro, al estar entrecruza-

das, limitan el movimiento y experimentan principalmente deformación de la

red, lo cual se ve reflejado en el UTS. A diferencia de estas dos técnicas donde

la evaluación de las propiedades mecánicas se realiza sobre todas las cadenas

que conforman la RPSI, es decir se tiene una caracterización del material en

bulto. En el caso de la micro-indentación, la zona de evaluación se realiza

en una zona espećıfica, aproximadamente 5 µm. Por tal motivo, el módulo

de elasticidad es localizado y puede variar principalmente al ordenamiento

aleatorio de las cadenas poliméricas.
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)
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Figura 3.14: Diagrama representativo de la deformación de las redes poliméricas al so-
meterse a diferentes est́ımulos mecánicos. a) arreglo de la RPSI antes de someterse a
deformación uniaxial, b) arreglo de la RPSI durante la prueba de tracción uniaxial, c)
arreglo de la RPSI antes de ser sometidas a deformación biaxial por identación, d) arreglo
de la RPSI durante la deformación biaxial; e) Arreglo de la RPSI antes de ser sometidas
a ensayos de microindentación, f) arreglo de la RPSI durante el ensayo de microindenta-
ción.
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Conclusiones

La metodoloǵıa propuesta en este trabajo permitió la śıntesis exitosa de

las RPSIs en forma de membranas utilizando las tres proporciones másicas

propuestas (7:3, 5:5 y 3:7). Mediante la técnica de microscoṕıa de fuerza

atómica se observó que la RPSI con mayor cantidad de CS/PVA/GEN tuvo

una mayor rugosidad, atribuida a la formación de estructuras fibrilares aso-

ciadas al plegamiento y ordenamiento de las cadenas poliméricas del PVA.

Estos resultados se confirmaron mediante la técnica de difracción de rayos-X,

los cuales revelaron valores de cristalinidad mayores en las RPSIs con mayor

cantidad de CS/PVA/GEN, siendo la proporción 3:7 la que presentó mayor

rugosidad y mayor cristalinidad de las tres.

Las pruebas de hinchamiento demostraron que el PVA y el CS/GEN

contribuye significativamente a la capacidad de absorción de ĺıquidos de las

RPSIs. En comparación con la proporción 7:3, las proporciones 5:5 y 3:7 incre-

mentaron su capacidad de absorción de ĺıquido hasta cuatro veces. Aśımismo,

las pruebas de hidrofilicidad de superficie mostraron que las RPSIs presentan

un ángulo de contacto entre los 55-75◦, dicho rango de valores proveen una

buena adhesión en los fibroblastos humanos, de acuerdo con lo reportado en

la literatura [82, 127].
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Los resultados obtenidos a través la espectroscoṕıa FT-IR respaldaron

los resultados de las pruebas de hinchamiento de las RPSIs. En todas las

proporciones analizadas se observó un aumento en la intensidad de las bandas

correspondiente a los grupos N-H/OH y NH2 libres. Esto implica que una

mayor disponibilidad de estos grupos se traduce en una mayor capacidad de

absorción de ĺıquidos por parte de los RPSIs. Estos resultados respaldan la

utilidad de las RPSIs en aplicaciones que requieren propiedades hidrof́ılicas

y capacidad de absorción de ĺıquidos.

Como se mencionó anteriormente, las RPSIs desarrolladas presentaron un

comportamiento mecánico no lineal, el cual depende principalmente al des-

doblamiento de las cadenas poliméricas lineales y la interacción entre las dos

redes entrecruzadas y el poĺımero lineal. Además, al modificar la proporción

de PDMS y CS/PVA/GEN, también se modifica su capacidad de hichamien-

to y, en consecuencia, su respuesta mecánica. Se observó que aumentar la

proporción de CS/PVA/GEN resultó en una disminución del módulo elásti-

co en estado hidratado, pasando aproximadamente de 1.6 MPa a 1 MPa.

La implementación de pruebas de tracción uniaxial como de tracción biaxial

permitió obtener una visión más amplia del comportamiento mecánico de las

RPSIs, lo cual resulta fundamental para su aplicación buscada. Estos resul-

tados demuestran que las RPSIs son capaces de emular, en cierta medida, el

comportamiento mecánico de la piel humana presente en la zona del ante-

brazo, cuyo modulo de elasticidad reportado está en el rango de los 0.5-1.12

MPa [31, 32]. Al ajustar las proporciones de los componentes poliméricos,

las convierten en candidatas prometedoras para el desarrollo de materiales

como cubiertas cutáneas para la regeneración de piel.
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Los resultados obtenidos respecto a la respuesta biológica de las RPSIs

son altamente alentadores. Después de un peŕıodo de cultivo in vitro de 48

horas, ninguna de las RPSIs demostró tener efectos citotóxicos. Además,

los fibroblastos sembrados mostraron morfoloǵıas fusiformes y tamaños en

un rango de 61.48-122.14 µm , los cuales son similares a los descritos en la

literatura de 10-100 µm. Es importante destacar que las RPSIs1 y RPSIs2

(compuestas por 7 partes de PDMS y 3 partes de CS/PVA/GEN, y 5 partes

de PDMS y 5 partes de CS/PVA/GEN, respectivamente) exhibieron una

mayor densidad de fibroblastos adheridos en su superficie en comparación

con la RPSIs3.

Estos resultados son prometedores, ya que indican una excelente biocom-

patibilidad -reflejada en una viabilidad cercana al 96 %-, un posible esta-

do proliferativo y una morfoloǵıa adecuada de los fibroblastos. Factores im-

portantes para lograr una exitosa regeneración adecuada de piel en heridas

cutáneas.

Por lo anterior, estas redes poliméricas semi-interpenetradas muestran un

potencial significativo como cubierta cutánea en la regeneración de heridas.

Estos resultados nos motivan a continuar con una caracterización biológica

más completa y exhaustiva de estas dos RPSIs con el objetivo de ampliar

nuestro entendimiento y conocimiento sobre su comportamiento en un en-

torno biológico y posiblemente regresar a modificar la parte qúımica para aśı

optimizar de mejor manera la respuesta biológica de estos materiales.
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Perspectivas y trabajo a futuro

Como trabajo a futuro, se propone llevar a cabo una caracterización

biológica más exhaustiva que incluya ensayos como el de adhesión celular

en tiempos más cortos y más largos, monitoreando las adhesiones focales y el

citoesqueleto de los fibroblastos. El objetivo de este ensayo seŕıa analizar los

contactos focales intracelulares y la adhesión al material. Además, se propone

realizar ensayos de proliferación celular para comprender con mayor detalle

el comportamiento de los fibroblastos en diferentes intervalos de tiempo, co-

mo por ejemplo a los 3, 7 y 21 d́ıas. De esta manera, se podrá determinar

si son capaces de promover la proliferación de las células adheridas a ellos.

Como paso adicional, se propone llevar a cabo ensayos de biocompatibilidad

en seres vivos como en ratones, con el propósito de determinar si estas RPSIs

podŕıan utilizarse como cubiertas cutáneas para la regeneración de la piel en

lesiones como quemaduras o úlceras en pacientes con pie diabético. Estos en-

sayos permitiriá evaluar la biocompatibilidad de las RPSIs al interactuar con

tejidos biológicos, evaluando parámetros como tiempo de cierre de la herida

y/o nivel de inflamación.
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A partir del análisis de las propiedades f́ısicas de las RPSIs se observó

que la rugosidad desempeña un papel importante en la densidad celular. Por

consiguiente, se plantea realizar modificaciones en la superficie de las RPSIs,

espećıficamente a través de la alteración de su rugosidad mediante técnicas

de micro o nano gravado. Se planea llevar a cabo ensayos tanto con fibronec-

tina como sin ella, con el propósito de evaluar el comportamiento celular en

relación a la rugosidad y sus efectos en la distribución de esta protéına. Esto

permitirá obtener una comprensión más profunda de la interacción entre las

células y el material. Esta investigación nos brindará información más precisa

sobre cómo las células responden y se adhieren a las RPSIs que presentan

diferentes niveles de rugosidad. La investigación resultante nos proporcionará

información más precisa acerca de cómo las células reaccionan y se adhieren

a las RPSIs que presentan distintos niveles de rugosidad. Al comprender esta

interacción de manera más completa, se podŕıan realizar ajustes y optimiza-

ciones en el diseño de las RPSIs. Esto, a su vez, podŕıa aumentar su eficacia

en aplicaciones tales como la regeneración de piel y la ingenieŕıa de tejidos.

Adicionalmente, para lograr una comprensión más completa del arreglo

cristalino de las cadenas poliméricas y como complemento al análisis de la

cristalinidad realizado a través de la difracción de rayos X, se plantea el

uso de otras técnicas, las cuales evalúan la cristalinidad de forma indirecta,

como son la espectroscoṕıa por transformada de Fourier y la calorimetŕıa

diferencial de barrido.
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Apéndice A

Sólidos hiperelásticos y su

ecuación constitutiva

Considerando que las redes poliméricas semi-interpenetradas desarrolla-

das en este trabajo pueden ser modeladas como materiales hiperelásticos, es

decir, materiales elásticos cuyo tensor de esfuerzos (S) puede obtenerse como

una función de la enerǵıa de deformación (Ψ), los cambios en la temperatura

del material, el flujo de calor y la producción local de entroṕıa son despre-

ciados. De modo que, la función de densidad de la enerǵıa de deformación

depende únicamente de la deformación mecánica aplicada al sistema, y se

representa como Ψ = Ψ(C).

En consecuencia, la relación constitutiva que describe los esfuerzos en

estos materiales queda determinada por:

S = 2
∂Ψ(C)

∂C
= 2

(
∂Ψvol

∂C
+
∂Ψ

∂C

)
= Svol + Sdev (A.1)
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Donde C es el tensor de deformación de Cauchy-Green por la derecha y

está definido como C = FTF, tal que F es el tensor gradiente de deformación

expresado como ∇p. Svol es la parte volumétrica y Sdev es la parte desviadora

del segundo tensor de Piola-Kirchoff los cuales se expresan de la siguiente

manera:

Svol = 2
∂Ψvol

∂C
= 2

∂Ψvol

∂J

∂J

∂C
= J

∂Ψvol

∂J
C−1 (A.2)

Sdev = 2
∂Ψ

∂C
= 2

∂Ψ

∂C
:
∂C

∂C
(A.3)

Donde C = F
T
F = J−2/3C, por lo tanto ∂C

∂C
queda expresada como:

∂C

∂C
=

∂
(
J−2/3C

)
∂C

= −1

3
J−2/3C⊗C−1 + J−2/3I

= J−2/3

(
I− 1

3
C⊗C−1

)
(A.4)

Utilizando la propiedad de un producto tensorial con una doble contrac-

ción (A ⊗ B) : C = A(B : C) = (B : C)A, y recordando que la doble

contracción tensorial se puede expresar como A : B = tr(A · B), Sdev se

puede escribir como:

Sdev = J−2/3

[
S− 1

3
(S : C)C−1

]
(A.5)

Donde S = ∂Ψ
∂C

.

Actualmente, existen dos categoŕıas principales de modelos constitutivos
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para los materiales hiperelásticos: el modelo micro-mecánico y el fenome-

nológico.

Los modelos fenomenológicos como el modelo de Mooney-Rivlin [104,

105], Ogden [106] y Yeoh [103] expresan la enerǵıa de deformación en términos

de la razón de elongación, o bien, de los invariantes del tensor de deformación

de Cauchy-Green por la derecha. De tal manera que la enerǵıa de deformación

queda expresada como:

Ψ = Ψ(I1, I2, I3) (A.6)

Sustituyendo la expresión A.6 en la ecuación A.3 y utilizando la regla de

la cadena se tiene que S se expresa como:

S =2
∂Ψ(I1, I2, I3)

∂C

=2

(
∂Ψ

∂I1

∂I1

∂C
+
∂Ψ

∂I2

∂I2

∂C
+
∂Ψ

∂I3

∂I3

∂C

)
(A.7)

Para C los tres invariantes están dados por:

I1(C) =tr(C), (A.8)

I2(C) =
1

2
[I1

2 − tr(C2
)], (A.9)

I3(C) =det(C) = λ1
2λ2

2λ3
2 = 1 (A.10)

A continuación se desarrollarán las derivadas parciales de los invariantes
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1, 2 y 3 con respecto al tensor derecho de Cauchy-Green, utilizando notación

indicial en coordenadas cartesianas.

∂I1

∂Cij

=
∂

∂Cij

(
Cii + Cjj + Ckk

)
= I (A.11)

∂I2

∂Cij

=
1

2

[
∂

∂Cij

(tr(C))
2 − ∂

∂Cij

tr(C
2
)

]
=

1

2

[
∂

∂Cij

(
C11 + C22 + C33

)2

− ∂

∂Cij

(
C11

2
+ C22

2
+ C33

2
+ 2 C12

2
+ 2 C13

2
+ 2 C23

2
)]

=
1

2

[
2

∂

∂Cij

(
C11 + C22 + C33

)
− 2

(
∂C11

∂Cij

+
∂C22

∂Cij

+
∂C33

∂Cij

+ 2
∂C12

∂Cij

+ 2
∂C13

∂Cij

+ 2
∂C23

∂Cij

)]
=
[
(C11 + C22 + C33)I− Cij

]
= I1I−C (A.12)

∂I3

∂Cij

=
∂

∂Cij

(det(C))

=
∂

∂Cij

(
C11C22C33 + 2C12C23C31

− C11C23
2 − C22C31

2 − C33C12
2
)

= I3C
−1

(A.13)

De tal forma que sustituyendo las ecuaciones A.11, A.12, A.13 en la ecua-

ción A.7, S se puede escribir como:
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S = 2

[(
∂Ψ

∂I1

+ I1
∂Ψ

∂I2

)
I− ∂Ψ

∂I2

C + I3
∂Ψ

∂I3

C
−1
]

(A.14)

Tomando en cuenta la relación de incompresibilidad (λ1
2λ2

2λ3
2 = 1), la

ecuación anterior queda expresada únicamente en términos de los invariantes

1 y 2 de la siguiente forma.

S = 2

[(
∂Ψ

∂I1

+ I1
∂Ψ

∂I2

)
I− ∂Ψ

∂I2

C

]
(A.15)

De esta forma sustituyendo la ecuación A.15 en la ecuación A.5, la parte

desviadora del segundo tensor de esfuerzos de Piola-Kirchoff queda expresado

como:

Sdev = J−2/3

{
S− 2

3

[(
∂Ψ

∂I1

I + I1
∂Ψ

∂I2

I− ∂Ψ

∂I2

C

)
: C

]
C−1

}
(A.16)

Realizando la doble contracción con C y sustituyendo los valores de S,

I1 e I2, la parte desviadora del segundo tensor de esfuerzos de Piola-Kirchoff

queda simplificada como:

Sdev = 2J−2/3

[(
∂Ψ

∂I1

I + I1
∂Ψ

∂I2

I− ∂Ψ

∂I2

C

)
− 1

3

(
I1
∂Ψ

∂I1

− 2I2
∂Ψ

∂I2

)
C−1

]
(A.17)

De tal manera que sustituyendo la parte volumétrica y la parte desviadora

en S = Svol + Sdev, el segundo tensor de Piola-Kirchoff se expresa como
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S = J
∂Ψvol

∂J
C−1 + 2J−2/3

(
∂Ψ

∂I1

I + I1
∂Ψ

∂I2

I− ∂Ψ

∂I2

C

)
−2

3
J−2/3

(
I1
∂Ψ

∂I1

− 2I2
∂Ψ

∂I2

)
C−1

(A.18)

Considerando una deformación mediante tracción uniaxial el tensor gra-

diente de deformación F y el tensor derecho de Cauchy-Green C quedan

expresados de la siguiente manera

F =


λ 0 0

0 λ
−

1

2 0

0 0 λ
−

1

2

 ; C =


λ2 0 0

0 λ−1 0

0 0 λ−1

 (A.19)

De tal manera, que el tensor de esfuerzos de Cauchy para un material

incompresible1 se puede expresar como:

σ = σ = FSF
T

= F (Svol + Sdev) F
T

Sabiendo que, FF
T

= B que se define como el tensor izquierdo de Cauchy-

Green y recordando que el jacobiano (J) es el determinante del tensor gra-

diente de deformación (F) (i.e J = det(F) = 1 para tracción uniaxial), la

ecuación anterior queda expresada como:

1Un material incompresible es aquél que presenta un volumen constante bajo cualquier
deformación aplicada.
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σ =
∂Ψvol

∂J
I + 2

(
∂Ψ

∂I1

B + I1
∂Ψ

∂I2

B− ∂Ψ

∂I2

B
2
)

−2

3

(
I1
∂Ψ

∂I1

− 2I2
∂Ψ

∂I2

)
I

(A.20)

Sustituyendo el tensor de gradiente de deformación y Cauchy-Green por

la izquierda, y sabiendo que
∂Ψvol

∂J
es la presión hidrostática p, el tensor de

esfuerzos de Cauchy (σ) queda expresado como:

σ =− p


1 0 0

0 1 0

0 0 1

+ 2


(
∂Ψ

∂I1

+ I1
∂Ψ

∂I2

)
λ2 0 0

0 λ−1 0

0 0 λ−1



− ∂Ψ

∂I2


λ4 0 0

0 λ−2 0

0 0 λ−2

− 1

3
I1
∂Ψ

∂I1


1 0 0

0 1 0

0 0 1



+
2

3
I2
∂Ψ

∂I2


1 0 0

0 1 0

0 0 1


 (A.21)

Para el caso de tracción uniaxial el esfuerzo en las dirección principales

(σ11, σ22, σ33) quedan expresados como:
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σ11 =p = 2

[
∂Ψ

∂I1

λ2 + 2
∂Ψ

∂I2

λ− 1

3

(
I1
∂Ψ

∂I1

+ 2 I1
∂Ψ

∂I2

)]
(A.22)

σ22 =σ33 = −p+ 2

[
∂Ψ

∂I1

(
1

λ

)
+
∂Ψ

∂I2

(
λ− 1

λ2

)
− 1

3

(
I1
∂Ψ

∂I1

+ 2 I1
∂Ψ

∂I2

)]
(A.23)

Para tracción uniaxial se asume que σ22 = σ33 = 0, por lo tanto despejan-

do p de la ecuación A.23 y sustituyéndola en la ecuación A.22, el componente

σ11 queda expresado como:

σ11 = 2

[
∂Ψ

∂I1

(
λ2 − 1

λ

)
+
∂Ψ

∂I2

(
λ− 1

λ2

)]
(A.24)

Hasta este punto se ha considerado que la enerǵıa de deformación es

función de I1 e I2, lo cual funciona muy bien para materiales totalmente

isótropos. Sin embargo, en los materiales desarrollados en esta tesis se tiene

un acomodo de las cadenas poliméricas principalmente de las cadenas de

PVA. Por tal motivo, para tener un mejor ajuste de los datos experimentales

nos basamos en los trabajo de Mooney [105] y de Rivlin [104], donde la

función de enerǵıa de deformación se expresa como una expansión polinomial

del I1 e I2 de la siguiente forma.

Ψ =

m,n∑
i,j=0

Cij(I1 − 3)i(I2 − 3)j (A.25)

Donde (I1 − 3) e (I2 − 3) garantizan que la enerǵıa de deformación es

nula cuando no hay deformación, Cij son constantes del ajuste polinomial,
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las cuales no tienen una representación f́ısica y C00 = 0. De esta forma, para

el caso de las redes polimericas semi-interpenetradas se utilizó una expansión

hasta tres parámetros teniendo la enerǵıa de deformación expresada como:

Ψ = C10(I1 − 3) + C01(I2 − 3) + C11(I1 − 3)(I2 − 3)

Sustituyendo los valores de I1 e I2, se tiene que:

Ψ = C10

(
λ2 +

2

λ
− 3

)
+ C01

(
1

λ2
+ 2λ2 − 3

)
+ C11

(
λ2 +

2

λ
− 3

)(
1

λ2
+ 2λ2 − 3

)
(A.26)

Para un estado de esfuerzos bajo tracción uniaxial σ =
∂Ψ

∂λ
de tal manera

que el esfuerzo queda expresado como:

σ = C10

(
2λ− 2

λ2

)
+

1

2
C01

(
4

λ3
− 4λ3 + 2

(
− 2

λ2
+ 2λ

)(
2

λ
+ λ2

))
+

1

2
C11

(
λ2 +

2

λ
− 3

)(
4

λ3
− 4λ3 + 2

(
− 2

λ2
+ 2λ

)(
2

λ
+ λ2

))
+ C11

(
− 2

λ2
+ 2λ

){
−3 +

1

2

[
− 2

λ2
− λ4 +

(
2

λ
+ λ2

)2
]}

Haciendo álgebra y simplificando cada uno de los términos de la ecuación,

el esfuerzo para tracción uniaxial queda expresado como:
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σ = 2C10

(
λ− 1

λ2

)
+ 2C01

(
1− 1

λ3

)
+ 6C11

(
λ2 − λ− 1 +

1

λ2
+

1

λ3
− 1

λ4

)
(A.27)

Aśı pues, la ecuación A.27 se utilizó para realizar el ajuste de los datos

experimentales obtenidos del ensayo de tracción uniaxial reportados en la

subsección 3.5.1
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[24] Claudia Marcela Arenas Gómez, Gabriel Jaime Merizalde Soto, and Luz Marina Res-
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[62] Florence Croisier and Christine Jérôme. Chitosan-based biomaterials for tissue en-

gineering. European Polymer Journal, 49(4):780–792, 2013. ISSN 0014-3057. doi:

https://doi.org/10.1016/j.eurpolymj.2012.12.009. Biobased Polymers and Related

Materials.

[63] Narayan Bhattarai, Jonathan Gunn, and Miqin Zhang. Chitosan-based hy-

drogels for controlled, localized drug delivery. Advanced Drug Delivery Re-

views, 62(1):83 – 99, 2010. ISSN 0169-409X. doi: https://doi.org/10.1016/j.

addr.2009.07.019. URL http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/

S0169409X09002828. Chitosan-Based Formulations of Drugs, Imaging Agents and

Biotherapeutics.

[64] Hamid Hamedi, Sara Moradi, Samuel M. Hudson, and Alan E. Tonelli. Chito-

san based hydrogels and their applications for drug delivery in wound dressings:

A review. Carbohydrate Polymers, 199:445 – 460, 2018. ISSN 0144-8617. doi:

https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2018.06.114.

[65] Severian Dumitriu and Valentin I Popa. Polymeric biomaterials, volume 2. CRC

Press, 2013.

[66] H.M.P. Naveen Kumar, M.N. Prabhakar, C. Venkata Prasad, K. Madhusudhan Rao,

T.V. Ashok Kumar Reddy, K. Chowdoji Rao, and M.C.S. Subha. Compatibility stu-

dies of chitosan/pva blend in 2solution at 30 ◦c. Carbohydrate Polymers, 82(2):251 –

255, 2010. ISSN 0144-8617. doi: https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2010.04.021. URL

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861710002869.

108

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861718307690
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861718307690
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0169409X09002828
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0169409X09002828
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861710002869


Tesis Doctoral

[67] Tapan Kumar Giri, Amrita Thakur, Amit Alexander, Ajazuddin, Hemant Badwaik,

and Dulal Krishna Tripathi. Modified chitosan hydrogels as drug delivery and

tissue engineering systems: present status and applications. Acta Pharmaceutica

Sinica B, 2(5):439 – 449, 2012. ISSN 2211-3835. doi: https://doi.org/10.1016/j.

apsb.2012.07.004. URL http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/

S2211383512001153.
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en tejidos, 2019. URL https://www.elsevier.com/es-es/connect/medicina/

colagenos-tipos-composicion-distribucion-tejidos.
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